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Introduccio

1. Homeostasi del calci.

Les cel-lules son maquines bioldgiques dinamiques que perceben estimuls
del exterior i s6n capaces d'adaptar el seu funcionament intern per tal de
respondre’ls. Els estimuls sén detectats gracies a la preséncia de receptors
situats a la superficie de la cél-lula, causant canvis en aquests receptors
que es poden transmetre a proteines intracel-lulars de manera successiva,
fins que arriba a una proteina efectora que donara lloc a la resposta
fisiologica. Aquest fenomen d’integracié d’una senyal per convertir-la en
una resposta s'anomena transduccidé del senyal, que mitjancant I'Us de
segons missatgers, pot convertir un estimul petit en una gran resposta
cel-lular, afectant a l’expressid génica de terceres proteines, causant
canvis en el funcionament energétic de la cél-lula o en la mobilitat del
citoesquelet. Dins del grup dels segons missatgers, es poden trobar
molécules com I'’AMP ciclic (cAMP), l'inositol trifosfat (IPs), diacilglicerol
(DAG) i el calci (Ca?*).

Coneixem el calci com un macronutrient necessari per la generacio i
manteniment del teixit ossi de les dents i els ossos dels humans. La ingesta
insuficient de calci esta associada amb |'aparicié d’osteoporosi en les
persones d’avancada edat, ja que els ossos actuen com un reservori de
calci i es destrueix teixit ossi per alliberar-lo (Nordin, 1997). La
importancia del reservori es que el calci també realitza funcions a nivell
cel-lular i de proteines: esta implicat en la neurotransmissio, la transmissié
del potencial de membrana en neurones, |'exocitosi, la contraccié en

cel-lules musculars, I'apoptosi i I'expressié génica.

Degut a aquesta varietat de funcions, la cél-lula té mecanismes de control
qgue fan que es pugui mantenir la concentracié de calci del citosol (100 nM)

fins a 20.000 més baixa que al medi extracel-lular. Aquests mecanismes
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disfruten d‘una certa flexibilitat que permet causar un increment transitori
de la concentracio de Ca%* de 10 a 100 vegades, de manera que la senyal
es pot amplificar de manera molt rapida gracies a la unioé cooperativa dels
ions de calci amb les proteines efectores. Entre els mecanismes
encarregats de mantenir I'homeostasi del calci, hi ha I'emmagatzematge
en el reticle endoplasmatic o sarcoplasmatic a concentracions elevades;
gue permeten aquests pics de Ca?* intracel-lular en alliberar tot el seu
contingut al citosol. També existeixen proteines transmembrana com les
bombes de calci que son capaces d’expulsar el calci del citosol un cop es
produeixen aquests augments (Figura 1) (Zheng et al., 2015) (Clapman,
2007).

Calci

B Proteina d'unio al
calci a la sang
Reticle

endoplasmic I l

/'\ Expressié génica
'\_/ \ //‘. Contraccié
G —— Apoptosi
/ / \\ Exocitosi
d

Q e Neurotransmissid

Figura 1. Control de I'homeostasi del calci. El calci surt del reservori ossi i pot circular
per la sang de forma lliure (Ca?*) o unida a una proteina d’unié com la albumina sérica. A
través de la sang pot entrar als teixits i ser introduit a la cél-lula per transportadors de calci.
Dins la cél-lula pot ser emmagatzemat dins del reticle endoplasmic o es pot unir a proteines
d’unié al calci com la calmodulina per la realitzacié de les funcions efectores.

Vas
sanguini

Les proteines que exerceixen la resposta a calci poden presentar motius
d’unioé al calci o dominis que permeten la unié d’una altra proteina quan
aquesta segona esta formant un complex amb el calci. Aquestes proteines
d’unio presenten en la seva seqiéncia dominis d’unié a Ca?*, que en unir-

se el Ca%*, causara canvis conformacionals en la seva estructura que
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permetran la seva unié amb la proteina efectora. Entre les proteines d’unid
més conegudes es troben la calmodulina (CaM), la troponina C i la proteina

quinasa C (protein kinase C, PKC).

La calmodulina és una proteina bastant conservada evolutivament, el
paper de la qual és essencial ja que en alguns organismes eucariotes com
Drosophila melanogaster (Heiman et al., 1996), Saccharomyces cerevisiae
(Davis et al., 1986) i Schizosaccharomyces pombe (Takeda & Yamamoto,
1987); l'eliminacié del gen resulta letal. Per solucionar aquest possible
problema, algunes espécies han desenvolupat mecanismes com la
duplicacié genica. A Homo sapiens, s’ha generat fins a 3 copies identiques
del gen situades a parts diferents del genoma, aixi que es poden donar
casos on es perdi la funcié d’'una de les copies sense que hi hagi

conseqliéncies greus (Jensen et al., 2018).

L'estructura de la calmodulina presenta dos dominis globulars als extrems
de la seqliéncia on es troba el motiu d’unié al calci EF Hand, un motiu que
pot unir fins a dos ions de Ca?* de manera que en la calmodulina es poden
tenir fins a 4 molécules de Ca?*. La unid del calci es cooperativa, és a dir,
la unid d’un catié de Ca?* facilita la unid del segiient. Un cop s’han unit tots
els ions, es genera el complex calci-calmodulina (Ca%*-CaM), i la
calmodulina es ara una proteina totalment diferent, ja que ha patit canvis
conformacionals que han exposat els seus residus hidrofobics, implicats en
el reconeixement de regions amfipatiques de les proteines diana. La unid
amb la proteina diana es produeix com una abracada (Figura 2), ja que
els extrems de la proteina envoltaran la proteina diana, i genera canvis
conformacionals en aquesta que poden canviar la seva activitat o
promoure la seva unid a nous substrats (Clapperton et al., 2002)
(Clapman, 2007).
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Calci Proteina amb
domini d’unié
a calmodulina

- |
EF Hand <\ Proteina

. Unié del calci Unié amb altres activada
Canvi conformacional proteines

Calmodulina

Figura 2. Regulacié de la funcié de la calmodulina. La calmodulina, de color blau,
presenta uns dominis globulars als seus extrems, de forma esférica a la imatge, anomenats
EF Hand, que poden unir fins a dos ions de calci, representat en color taronja. La uni6 del
calci causa canvis en la calmodulina que permeten la unié d'aquesta a proteines que
presenten dominis d’unié a calmodulina. Un cop s’uneix la calmodulina, es produeixen canvis
conformacionals en la proteina diana que causen canvis en la seva activitat.

Hi ha varies proteines que presenten aquests dominis d'unié per la
calmodulina. N'hi ha proteines, com la neurogranina, que poden unir-se a
la calmodulina sense que sigui necessaria la preséncia del Ca?*. No
obstant, la majoria son dependents de la unié del complex Ca?*/CaM:
entre les quals es poden trobar la cadena lleugera de les miosines, la
fosfatasa calcineurina i les quinases dependents de calci i calmodulina
(Ca?*/CaM-dependent kinases, CAMK) (Kaleka et al., 2012).

En les proteines d‘unié a calmodulina es troben els dominis d’unié que soén
seqliéncies consens, que presenten aminoacids hidrofobics en determinats
llocs de la seqliéncia (Taula 1). Per exemple, les proteines que es poden
unir a la calmodulina sense calci, presenten un motiu IQ en el que uns
determinats aminoacids es troben a les posicions 1, 2, 5, 6, 11 y 14. Altres
proteines presenten motius IQ-/ike en els que s’hi poden trobar uns altres.
D’altra banda, en les proteines d’unié dependent de calci, s’hi ha identificat
seqliencies de longitud variable flanquejades pels mateixos residus
hidrofobics, en la que s’hi pot trobar una gran variabilitat de residus

intermedis o algun residu hidrofobic entremig.
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Ca?* dependent

1-10 [FILVW]xxxxxxxx[FILVW]

1-5-10 [FILVWIxxx[FAILVW]xxxx[FILVW]

Basic 1-5-10 [RKJRK][RK][FAILVW]xxx[FILV]xxxx[FILVW]
1-12 [FILVW]xxxxxxxxxx[FILVW]

1-14 [FILVWIxxxxoxxxoxxxx[FILVW]

1-8-14 [FILVW]xxxxxx[F AILVW]xxxxx[FILVW]
1-5-8-14 [FILVWIxxx[FAILVW]XX[FAILVW]xxxxX[FILVW]
Basic 1-8-14 [RK]IRKI[RK]IFILVW]xxxxxx[FAILVWIxxxxx[FILVW]
1-16 [FILVWDxxxxoaxxxxoxxxxx[FILVW]

Ca?* independent

IQ [FILV]Qxxx[RK]Gxxx[RKIxX[FILVWY]

1Q-like [FILVIQxxx[RK]xxxxxXxx

1Q-2A [IVL]QxxxRxxxx[VL][KR]xW

1Q-2B [IL]QxxCxxxxKxRxW

IQ unconventional [IVLIQxxxRxxxx[RK]xx[FILVWY]

Taula 1. Motius d'unié a calmodulina. Els nimeros en els noms dels motius d’unié calci
dependents indiquen les posicions en les que es troben els residus hidrofobics. Entre els
claudators es troben els residus que poden formar part de la mateixa posicio i la x representa
un residu qualsevol (Mruk et al., 2014).

2. Proteines quinasa dependents de calci-

calmodulina.

Les proteines quinasa dependents de calci es classifiquen segons
I'especificitat de substrat: es consideren restrictives quan només tingui un
0 pocs substrats com la fosforilasa quinasa o la myosin light chain kinase
(MLCK) o multifuncionals, si tenen un gran varietat de substrats que poden
regular multiples funcions (Skelding & Rostas, 2020). Si poden arribar a
intervenir en tants processos, necessiten estar regulades a diferents
nivells: el primer seria I'homeostasi del Ca%* de la qual he parlat abans i el
segon seria per modificacions com una fosforilacid que activen l'activitat
catalitica de la quinasa, o per alteracions puntuals que la poden convertir
en una quinasa activa de manera autonoma sense tornar a necessitar de

la preséncia de Ca?*/CaM (Racioppi & Means, 2012). A més, segons la
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localitzacid (teixit o cél-lules concretes) o el moment del cicle, es poden
generar multiples interaccions entre la quinasa i proteines d‘unid
especifiques que poden regular la funcid quinasa (Skelding & Rostas,
2020).

En les quinases multifuncionals es troba un domini regulador i un domini
catalitic. L'nomologia de les estructura ens permet classificar-les en dues
families: una defineix a les caseina quinases, que presenten un domini
catalitic bastant conservat i molta variabilitat en el domini regulador.
L'altra familia es la de les proteines Ca?*/CaM-stimulated protein kinase
kinase (CaMKK) i las Ca?*/CaM-stimulated protein kinase 1, I1 y IV (CaMKI,
CaMKII, CaMK1V).

Les CaMKK/CaMK son serina-treonina quinases, és a dir, fosforilen els
residus de serina o treonina de les seves proteines diana. Tenen una regié
auto-inhibidora que es troba unida en el centre actiu de la quinasa,
impedint la seva funcié. Aquesta regié esta parcialment solapada amb el
domini d’unié del complex Ca?*/CaM, que quan s’uneix causa un canvi
conformacional de la CaMK(K) que desplaca el domini auto-inhibidor del
centre actiu i torna activa a la quinasa. L'activitat de la CaMK(K) pot ser

modulada a posteriori per fosforilacié (Skelding & Rostas, 2020).

Les proteines d’aquesta familia, excepte CaMKII, formen part d'una
cascada de senyalitzacido (Figura 3). La via CaMKK/CaMK participa en
processos com la formacio de la memoria, el desenvolupament del cerebel,
la proliferacié, I'apoptosi, l'adipogénesi, la captacid de glucosa, la
gluconeogenesi o la resposta immune (Racioppi & Means, 2012)
(Brzozowski & Skelding, 2019).

La CaMKK estaria en la part superior de la cascada i es responsable de la
fosforilacié de CaMKI i CaMKIV (perd no de CaMKII) (Tokumitsu et al.,
1995). Es necessaria també la unié del complex Ca?*/CaM a CaMKK i CaMK

6
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per mantenir |'activitat de la cascada al seu maxim nivell (Tokumitsu et
al., 1995). Tot i aix0, la CaMKK en mamifers participa en la fosforilacid
d’altres substrats independents: com pot ser I'activacié de la AMPK (AMP-
activated protein kinase) dependent de Ca?*/CaM i AMP (Hawley et al.,
1995) i en la fosforilacié de la proteina quinasa B (PKB) (Yano et al., 1998).

—

Fertilitzacio
Calci T CaMKK ~ . Calci To vascular i funcié cardiaca
- S Diferenciacio osteogénica
\\ ,/ - —---+CaMKII — Apoptosi
b 4 R
CaMKI CaMKIV Neurotransmissio
Plasticitat sinaptica
Funcié Tumna| Proliferacio Apoptosi
Formacié de la memoria Adipogeénesi Captacio de glucosa

Desenvolupament del cerebel
Gluconeogénesi Resposta immune

Figura 3. Funcions de la via de senyalitzacié CaMKK/CaMK. CaMKI i CaMKIV necessiten
ser activades per CaMKK i la preséncia de calci. L'activacié de CaMKII és independent de
calci.

2.1. CAMKK

A mamifer, s’hi troben dos gens independents que codifiquen per la CaMKK
(CAMKK1 i CAMKK2) que donen lloc a les proteines CaMKKa i CaMKK}f
respectivament. Es troben principalment al sistema nervids central
(cervell, bulb raquidi, cerebel, hipocamp, hipotalem i amigdala), i en
nivells més baixos, al tim, melsa, pulmons i testicles (Racioppi & Means,
2012) (Brzozowski & Skelding, 2019).

2.1.1. CaMKKa

El gen caracteritzat com CAMKK1, es troba al cromosoma 17 i té 34.577
parells de bases, codifica per la proteina CaMKKa, que té 505 aminoacids.

La seva activitat depéen totalment del complex Ca?*/CaM i esta regulada
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negativament per fosforilacio per la c-AMP-dependent protein kinase (PKA)
(Matsushita & Nairn, 1999) als residus serina (S) 52, S74, treonina (T)
108, S458 i S475.

La manera en la que l'activitat depén del complex Ca%*/CaM es perque la
unié de Ca?*/CaM bloqueja els quatre primers llocs de fosforilacié, mentre
que d’altra banda s’observa un increment en la fosforilacié de S475 (Okuno
et al., 2001). La presencia de fosforilacions en els llocs S74, T108 i S548
inhibeixen l'activitat de la proteina, especialment la ultima ja que pot
bloguejar la uni6 amb la Ca?*/CaM (Wayman et al., 1997). Una altra
combinacié de fosforilacions, la de S74 i S475 per PKA, es necessaria per
la unié de la 14-3-3 i també regularia negativament |'activitat de la CaMKK
(Ichimura et al., 2008) i bloquejaria la defosforilacié de la T108 per la
protein phosphatase 2A (PP2A) (Davare et al., 2004).

A part dels substrats tradicionals de CaMKK mencionats amb anterioritat,
es possible que tingui altres dianes que no s’ha identificat encara. La
sobre-activacié de la CaMKKa en el teixit muscular incrementa la captacio
de glucosa, de manera AMPK i PKB independent (Witzak et al., 2007). S’ha
identificat seqiiéncies de localitzacié cel-lular entre els aminoacids 456-
474 que permeten la translocacié al nucli, i la seva funcié esta associada
a l'activacio de monocits i la regulacié de I'expressié de CD86, CD11b,
TNFa i IL-10 en aquest tipus cel-lular (Guest et al., 2008).

2.1.2. CaMKKpB

L'altre gen de la CAMKK (CAMKK?2) es troba en el cromosoma 12 i codifica
per la proteina CaMKKp. Aquest gen es molt més gran de mida, tenint més
de 40.000 parells de bases en la seva seqiiéncia i presenta 18 exons i 17
introns. La preséncia dels introns |i permet generar transcrits diferents per
splicing alternatiu:

e Isoforma Bi, que conté tots els exons (amb 588 aminoacids);
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e Isoforma B2, en el que s’ha eliminat el darrer ex6 (amb 532
aminoacids).

Pero no s’han detectat diferéncies en l'activitat quinasa o en l'afinitat de
substrats entre les dues isoformes. Tot i aix0, si que s’ha identificat
transcrits B1 en els que s’ha escindit I'exé 14 o el 16 en major proporcid en
cel-lules de tumors cerebrals. En el cas de I’exd 14, es delecionarien fins a
43 residus i donaria lloc a una CaMKKp inactiva; i en el cas de I'exd 16,
causa l'aparicié d’'un codé STOP prematur per un desplacament en el marc

de lectura sense que hi hagi canvis en l'activitat quinasa (Hsu et al., 2001).

L'activitat de la PKA també és necessaria per la funcié de la CaMKKB. S’ha
identificat la fosforilacid dels residus S100, S495 i S511 (Racioppi & Means,
2012). Més recentment pero, s’ha identificat també com substrat de PKA
el residu T144, important per al control de I'autonomia de la proteina: en
ser fosforilada, CaMKKB es converteix en una quinasa dependent de
Ca?*/CaM. La importancia d’aquest residu es tal, que també pot ser
fosforilat en menor mesura per altres quinases com la AMPK (Nakanishi et
al., 2017) (Takabatake et al., 2019), i pot ser defosforilat també per les
fosfatases PP1 y PP2A (Takabatake et al., 2020). L’activacié de la PKA
causada per la forskolina, causa l'escissid de I’exd 16 en el control de la
diferenciacio neuronal (Cao et al., 2011). Aixi doncs, PKA pot controlar

I"activitat de CaMKKpB mitjancant diversos mecanismes.

S’ha identificat altres mecanismes per controlar I'autonomia de la CaMKKfp
gue han permeés distingir el seu paper en el desenvolupament de les
neurites. La fosforilacié de S137 per la Cyclin dependent kinase 5 (CDK5)
primer, seguida de la fosforilacié de part de la Glycogen Synthase Kinase
3B (GSK-3B) de S129 y S133, regula negativament I’activitat autobnoma
de la CaMKKp restringint la resposta a estimuls de calci i li confereix una

major estabilitat augmentant la seva vida mitjana (Green et al., 2011).
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La propia CaMKKp pot regular també I'autonomia per auto-fosforilacio del
residu T482 de la regié auto-inhibidora, podent incrementar la seva
activitat independent de Ca2*/CaM (Tokumitsu et al., 2011). També es pot
unir a la proteina 14-3-3, reduint també la defosforilacié de la proteina
pero a diferéncia de la CaMKKa, no es produeixen alteracions de I'activitat

quinasa (Psekanova et al., 2018).

Entre les dues proteines CaMKK no hi ha diferéncies en el tipus de
substrats, perd s’ha observat que la CaMKKp té fins a nou vegades més
afinitat per la AMPK que la CaMKKa. La diferéncia en afinitat es deguda a
variacions en els residus de regions conservades del subdomini VIII, situat
després del centre catalitic: la CaMKKa té una isoleucina (I) a la posicié
322 mentre que la CaMKKB té una leucina (L) a la posici6 358. La
substitucio I1322L a CaMKKa, causa un increment de la seva afinitat per
AMPK (Fujiwara et al., 2016).

2.2. Substrats de la CaMKK

2.2.1. CAMK
2.2.1.1. CAMKI

Hi ha quatre gens que codifiquen per la CAMKI a Homo sapiens: CAMK1
(CaMK1a), PNCK (CaMK1B/pnck), CAMK1D (CaMK13) i CAMKI1G
(CaMK1y). Com en el cas de la CaMKK, la seva expressio es superior al
sistema nervids central que a la resta de teixits. Tot i aix0, s’han descrit
canvis d’expressio espaitemporals entre les diferents CaMK1 durant el
desenvolupament neuronal (Kamada et al., 2007). Les CaMKI tenen
funcions en el cicle cel-lular, en el control de la sinapsina en les terminals
nervioses, el creixement de I'axd, I'expressio de l'aldosterona sintasa, la
diferenciacio dels osteoclast i la resorcié o0ssia (I'eliminacié de teixit ossi
per alliberar calci a la sang) (Brzozoswki & Skelding, 2019) (Skelding &

Rostas, 2020). La CaMKI es pot mutar per generar isoformes inactives de
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la quinasa o pot ser desactivada per l'inhibidor KN-93. D'aquesta manera
s’ha pogut veure que la inactivacié de CaMKI bloqueja el cicle cel-lular
prevenint I’activacio de la Cdk4 i la hiper-fosforilacié de pRb (Kahl & Means,
2004).

L'activitat de les CaMKI depén de dos factors: el primer, la unié del
complex Ca?*/CaM. El segon, la fosforilacidé en el residu T177, altament
conservat en l'evolucid, per la CaMKK (Haribabu et al., 1995), com a
conseqliéncia, CaMK1 amplia el seu repertori de substrats (Hook et al.,
1999). Existeix una excepcid, pero, en el cas de la CaMK19d. La resta de
les quinases son defosforilades quan la concentracié intracel-lular de calci
es redueix, pero la CaMK10 és resistent a les fosfatases, otorgant-li una
capacitat de resposta més rapida a nous canvis en la concentraci6 de calci
(Senga et al., 2015).

La localitzaci6 de CaMK1 pot variar entre citoplasma i nucli, ja que en la
seva seqiéncia es poden trobar seqliéncies d'importacié i exportacid al
nucli. La importacid6 no estaria regulada per |'activitat quinasa, pero
I'exportacié depén d’una seqliéncia situada a la regié reguladora de la
proteina i esta mediada per XPO1 (exportina 1 o CRM1). La interaccio
CaMK1-XPO1 podria estar associada a l'activacido de la CaMK1, ja que

augmenta quan s’afegeix calci en el medi (Stedman et al., 2004).

2.2.1.2. CAMKI1V

Aguesta proteina esta codificada per un Unic gen CAMK4, que dona lloc a
dos isoformes (CaMK4a y CaMK4B) per splicing alternatiu, on la isoforma
B presenta uns 28 aminoacids extra a I'extrem N-terminal, dels que es
desconeix la funcié (Sakagami & Kondo, 1993). L'expressié de la CaMK4
esta concentrada en el sistema nervids central (especialment en les

cel-lules granulars del cerebel), els testicles i els ovaris.
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CAMK4 participa en la regulacié del Cyclic AMP Element Binding Protein
(CREB), el creixement de neurites, la generacié de memoria, respostes
immunes i inflamatories, acumulacié de proteina tau i control del cicld
cel-lular (Brzozowski & Skelding, 2019).

La unié de Ca?*/CaM i la fosforilacio per CaMKK a la T200 es necessaria
per activar la CaMKIV. Una caracteristica que diferencia a aquesta quinasa
de la resta de les CaMK, es que pot convertir-se en una quinasa autonoma
per I'auto-fosforilacié de la S12 i la S13 i actuar amb independéncia de la
preséncia de Ca?*/CaM (Chatila et al., 1996). Hi ha altres posicions com la
S322 que poden ser auto-fosforilades per evitar la unié de la calmodulina
fins que son defosforilades per la fosfatasa PP2A (Swulius & Waxham,
2008).

La regulacié de l'activitat de CaMKIV pot interferir en la seva distribucié
cel-lular, ja que la falta d’activitat catalitica impedeix I'entrada de CaMK4
al nucli (Lemrow et al., 2004). Durant |'espermiogénesi, |'etapa final de
I'espermatogénesi en la que les espermatides es converteixen en
espermatozous, la fosforilacié de la CaMKIV és important perque li permet
entrar al nucli per fosforilar les seves proteines diana. La prova de la
importancia d’aquesta translocacié es que la disminucié en la fosforilacié
de les dianes de CaMKIV esta associada a problemes d’esterilitat en
ratolins (Wu et al., 2000).

Dins de les dianes de la CaMKI1V, es troben factors de transcripcié com els
CREB que he mencionat amb anterioritat, cyclic-AMP response element
modulator a (CREMa), la histona deacetilasa 4, el monocyte enhancer
factor 2A (MEF2) i el retinoid orphan receptor (ROR). Aquests factors estan
participant en el desenvolupament i funcié del sistema immune regulant
la senyalitzacié cel-lular, la secrecié de citoquines i la diferenciacié de
cél-lules T (Ferretti et al., 2018).
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2.2.1.3. CAMKII

Hi ha quatre gens que codifiquen per les CaMKII: CAMK2A, CAMK2B,
CAMK2G, CAMK2D; que codifiquen per les proteines CaMKIla, CaMKIIp,
CaMKIly i CaMKIId respectivament i, a més, poden patir processos de
splicing que generen més variants de la proteina (Cook et al., 2018).
L'expressié és ubiqua, i participen en la regulacié de la fertilitzacid, el
manteniment del to vascular i la funcié cardiaca, la diferenciacio
osteogeénica i I'apoptosi. Perd on la seva expressido es més elevada es en
el sistema nervids central on participa en els processos de
neurotransmissio, |'extensi6 de neurites i la plasticitat sinaptica
relacionada amb la memoria i el aprenentatge (Brzozowski & Skelding,
2019).

La CaMKII presenta una estructura a I'extrem C-terminal que li permet
associar-se amb altres CaMKII formant un multimer. Llavors, els seus
centres catalitics dimeritzen i estan units amb la regié reguladora de
manera que eviten |I'entrada del substrat i de I'ATP. Només amb l'arribada
de Ca?*/CaM o es separaran els centres catalitics i s’activara la proteina
(Thaler et al., 2009)(Skelding & Rostas, 2020). Posteriorment es produeix
una auto-fosforilacio de T286, un residu situat prop del punt que evitava
I'entrada del substrat, i aleshores CaMKII adquireix una elevada afinitat
per la calmodulina, permetent la unié fins i tot a concentracions basals de
calci (Meyer et al., 1992), el que la fa que es mantingui activa i seguir
fosforilant substrats encara en abséncia de CaM (Strack & Colbran, 1998).
El que no necessita es l|'activitat d’'una CaMKK, per tant, l'activitat de
CaMKII es independent de la CaMKK (Figura 3).

2.2.2. Altres substrats de CAMKK
2.2.2.1. AMPK

La AMP-activated protein kinase (AMPK) forma part de la cascada quinasa
de CaMKK. La subunitat a es fosforilada a la T172 tant per la CaMKK}f
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(Hawley et al., 2005) como per la liver kinase B1 (LKB1) o el transforming
growth factor B (TGF-B)-activated kinase 1 (TAK1). L'activitat de la AMPK
esta associada al control de I'hnomeostasi energética de I’'organisme, donat
gue la seva activacio esta associada a una millora en la sensibilitat a la
insulina i a la regulacié d’hormones relacionades amb el metabolisme de
la glucosa i els lipids. També causa canvis en I'expressioé génica relacionats
amb la regulacié de factors de transcripcié i remodeladors de cromatina,
que estan associats a processos de diferenciacié i apoptosi (Neumann &
Viollet, 2019).

L'activacié d’AMP per les quinases mencionades en el paragraf anterior
esta restringida a determinades condicions. Per exemple, la quinasa LKB1
es veu activada per un augment en la proporcié entre AMP/ATP, mentre
que la CaMKK es veu activada per condicions que causen canvis en la
concentracié intracel-lular de calci, com la hipoxia (Dengler, 2020). La
participacié de la via CaMKKB/AMPK ha sigut descrita en les segients
situacions (Figura 4):

e La inhibici6 de CaMKK a I'hipotalem evita l'activacié d’AMPK i la
induccié del neuropéptid Y. En conseqgliéncia, s’ha observat com la
inhibiciéo de CaMKK causa una pérdua de la gana i de pes; i que els
ratolins amb delecié del gen CaMKKB estan protegits de I'augment
de pes, resisténcia a insulina i intolerancia a la glucosa causada per
una dieta rica en greixos (Anderson et al., 2008).

e L'activaci6 de peroxisome proliferator-activated receptor c
coactivator-1a (PGC-1a) a través de AMPK y SIRT1 en miocits
(Iwabu et al. 2010). PGC-1a es un regulador de la massa i funcié
mitocondrial, que es troba activat en condicions d’exercici,
exposicio al fred o restriccid calorica. Aquesta interaccié permetria
enllagar I'estimul fisiologic i la biogénesi mitocondrial (Zamora &
Villena, 2014).

e Induccid de la triiodotironina (T3) per activar AMPK i promoure la

oxidacié dels acids grassos (Yamauchi et al., 2008).
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e La deprivacié d’aminoacids essencials causa un increment de calci
gue activaria la via CaMKKB/AMPK. L'activacio causa la fosforilacid
de UNC-51-like kinase (ULK1) a la S555 i l'inici de I'apoptosi. Si
s’elimina CaMKK es redueixen els successos d‘apoptosi (Ghislat et
al., 2012).

e Implicat en alguns processos tumorals, per exemple, en el cancer
de prostata, la via controla la migracié de cel-lules canceroses
mediada pel receptor d’androgens (Frigo et al., 2011).

Calci
T~ ~» caMKK

T172
AMP

k

{Apoptosi Homeostasi energética  Dife renciacié\

|

Oxidacio acids grassos
Regulacié hormones de la gana
Biogenesi mitocondrial

Figura 4. Senyalitzacié d’AMPK per CaMKK. Els canvis de concentracié de calci causen
I'activacié de CaMKK i la posterior fosforilacidé d’AMPK en el residu T172. L'activaciéo d’AMPK
esta relacionada amb els processos indicats.

2.2.2.2. AKT/PKB

La proteina quinasa B, de 57 kDa, esta codificada per tres gens a Homo
sapiens: AKT1l, AKT2 y AKT3. Aquesta proteina es reclutada a la
membrana per phosphatidylinositol(3,4,5)-trisphosphate (PIP3) en
resposta a una senyal integrada per la phosphoinositide 3-kinase (PI13K),
que transforma la phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) en PIP3.
Quan AKT s’uneix a la membrana, sofreix canvis estructurals que
permeten la seva activacié per la PI3K-dependent kinase-1 (PDPK1)
mitjancant la fosforilacié de T308 (Iida et al., 2020). Aquesta fosforilacio
es essencial per l'activitat quinasa, pero també se n’ha identificat una altra
fosforilacié per part del complex Rictor-mTOR a la S473 necessaria per

I'activitat quinasa maxima (Sarbassov et al., 2005). Les proteines AKT
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estan considerades com a oncogens perqueé la seva sobre-activacio pot

transformar ceél-lules normals en cél-lules canceroses (lida et al., 2020).

La PKB s’'ha identificat com a substrat de les CaMKK, pero el residu
identificat es el mateix (T308) que es fosforilat per la PDPK1 (Yano et al.,
1998). La inhibicié de CaMKK2 esta associada amb una menor fosforilacié
en aquest residu, i té un efecte additiu amb la inhibicié de PDPK1 (Gocher
et al., 2017). Per tant, semblaria que les dues quinases estan intervenint

en la fosforilacié d’aquest residu.

Les tres formes d’AKT es troben a tots els teixits (Figura 5). AKT1 es la
més expressada a la majoria de teixits, AKT2 participa en els teixits
metabolics que responen a insulina i AKT al cervell (Manning & Toker,
2017).

e AKT1 modula el creixement cel-lular i la proliferacid, intervenint
també en |'apoptosi. La deficiencia d’AKT1 als ratolins causa
deficiéncies en el desenvolupament i el creixement (Chen et al.,
2001) (Heron-Milhavet et al. 2011).

e AKT2 participa en la via de senyalitzacié6 de la insulina, en la
diferenciacié de ceél-lules musculars i en la transicid epiteli-
meseénquima. Els ratolins deficients en AKT2 presenten un
sindrome semblant a la diabetis mellitus (Cho et al. 2001) (Heron-
Milhavet et al., 2011).

e AKT3 participa en el desenvolupament del cervell, la seva delecid

causa una reduccié en la mida cerebral (Easton et al., 2005).
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Figura 5. Senyalitzacié d’AKT per CaMKK. Les tres formes d’AKT son fosforilades per
CaMKK en resposta a variacions de la concentracid de calci, intervenint en diversos processos.

2.3. CaMKK/CaMKI/CaMKI1V i cancer

S’ha trobat sobre-expressada la CaMKKB en multitud de tumors: gastrics,
gliomes, ovarics i prostatics (Brzozowski & Skelding, 2019). La recerca
sobre CaMKKp i cancer s’ha centrat en el cancer de prostata on es troben
la majoria de les investigacions. La CaMKKB es regulada pel receptor
d’androgens en linies cel-lulars de cancer de prostata resistents a la
castracié i dependents d'androgen. La seva activacido en aquest context
afavoreix la proliferacié de cél-lules tumorals per I'activacié de glicolisis a
través d’AMPK i la seva migraci6 a teixits adjacents (Massie et al. 2011)
(Frigo et al., 2011). Tanmateix, es pot associar I'increment d’expressid
amb la progressié del cancer de prostata (Massie et al., 2011), o amb un
menor supervivencia en pacients de glioma (Liu et al., 2016). En linies
cel-lulars tumorals, CaMKKp regula positivament la proliferacid, migracid i
invasidé (Brzozowsi & Skelding, 2019). El silenciament mitjancant siRNA o
la inhibicio farmacologica de CaMKKp inhibeix la proliferacions en ceél-lules
de tumors prostatics, gliomes i tumors gastrics (Brzozowsi & Skelding,
2019).
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La participacié de CaMKI és necessaria per la progressio del cicle cel-lular
en la linia cel-lular de cancer de mama MCF-7 (Rodriguez-Mora et al.,
2005). La inhibici6 de CaMKI prolonga la supervivéencia de ratolins
xenotransplantats amb cel-lules de leucémia mieloide aguda, paralitzant
el desenvolupament de la malaltia (Kang et al., 2018). La via
CaMKK/CaMKI participa en la regulaci6 de la migraci6 en el
medul-loblastoma, doncs I'Us de formes dominants negatives de CaMKK i
CaMKI bloqueja la migracié intermediada per BPIX/Racl (Davare et al.,
2010).

S’ha detectat un increment de l'activitat quinasa de CaMKIV en tumors
hepatics, pulmonars i endometrials (Brzozowski & Skelding, 2019). De fet,
una alta expressio de CaMKIV es considera un marcador de pronostic
dolent per pacients de carcinoma d’endometri (Shang et al., 2003) i de
leucémia mieloide aguda, on també s’ha observat una inhibicid de la
leucémia in vivo i in vitro en inhibir CaMKIV (Kang et al., 2018). En tumors
hepatics, la via CaMKK/CaMK4 regula l'activitat quinasa del complex
mTOR1 per controlar la sintesi proteica. A més, la major expressié de
CaMKK i CaMKIV estava associada amb un pitjor pronodstic. En aquests
tumors, la inhibicido d’aquesta via és capag de reduir el creixement del
tumor (Lin et al., 2015).

Per aquests indicis, és interessant veure com CaMKK controla una gran
varietat de processos de proliferacio i metastasi en tumors, pel que podria

convertir-se en una diana per futurs tractaments contra el cancer.

3. Integracio de senyals nutricionals

3.1. mTOR

El mammalian target of rapamycin (mTOR) es una proteina que forma part
d’un complex que regula la coordinacié del creixement cel-lular i el

metabolisme mitjancant la integracié de senyals externes, provinents de
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nutrients o de factors de creixement (Saxton & Sabatini, 2017). Es una
serina treonina quinasa de la familia de les PI3K-related kinases (PIKK)
gue és la subunitat catalitica de dos complexos diferents: mTOR complex
1 (mTORC1) i mTOR complex 2 (mTORC2).

3.1.1. mTORC1

El mTORC1 esta format per mTOR, per Raptor (Regulatory protein
associated with mTOR) i per mLST8 (mammalian lethal with Sec13 protein
8). En aquest complex, Raptor s’encarrega de reclutar els substrats
mitjancant el reconeixement d’'un motiu TOS (TOR signaling motif) en la
seva seqliencia (Nojima et al., 2003). mLST8 estabilitza el centre actiu de

mTOR per garantir l'activitat quinasa del complex (Kakumoto et al., 2015).

A banda d‘aquestes proteines que formen el core de mTORC1, existeixen
proteines que poden regular la seva activitat, com es pot veure a la Figura
6. PRAS40 (proline-rich Akt substrate of 40 kDa) s’uneix a Raptor i inhibeix
el reclutament de substrats (Yang et al., 2017). DEPTOR (DEP domain
containing mTOR interacting protein) inhibeix l'activitat quinasa de la
proteina mTOR (Caron et al., 2018).

FKBP12 Rapamicina Deptor PRAS40

Figura 6. Estructura de mTORC1 i els seus possibles interactors.
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L'activitat de mTORC1 es pot inhibir farmacologicament amb la
rapamicina. La unié de la rapamicina amb la proteina FKBP12 forma un
complex que li permet unir-se a TORC1, per inhibir la seva activitat i en
conseqliéncia, s’inhibeix la transduccié de senyal i la proliferacié cel-lular
(Saxton & Sabatini, 2017).

L'amplia disponibilitat de nutrients al medi permet que les cél-lules puguin
créixer i dividir-se amb major freqliiencia. Per poder fer aixd, mTORC1
s’encarrega de potenciar I'anabolisme, de manera que es produeixen més
lipids, proteines i nucleodtids, i es blogueja el catabolisme inhibint
I'autofagia i I'apoptosi (Saxton & Sabatini, 2017). Aquesta activitat esta
restringida a la preséncia de nutrients en el medi, perdo també ajuda a la
cél-lula a combatre situacions d’estrés, com és el cas de |'abséncia de
glucosa. Aquest tipus d’estrés nutricional és detectat per mecanismes com
el ratio AMP/ATP, que indiquen a la cel-lula la disponibilitat de fonts
d’energia, i causen l'activacié de AMPK. AMPK llavors, inhibeix mTORC1
per fosforilaci6 de Raptor (Gwinn et al., 2008) o pot inhibir-la
indirectament per l'activacié de TSC2 a través de la inhibici6 de RHEB
(Figura 7)(Inoki et al., 2003).

L'apoptosi es un procés que esta activat la falta de nutrients en el medi.
Una manera de provocar-la es per la deprivaciéo d’aminoacids essencials.
En resposta a aquest estrés es produeix un increment de calci citosolic, la
activacio de la via CaMKKB/AMPK i la inhibicio de mTORC1. La quelacié del
calci intracel-lular i la inhibicié6 de CaMKKp, causen una menor inhibicié de
mTORC1, i en conseqliéncia, menys apoptosi (Ghislat et al., 2012). Per
altre costat, I'activitat de CaMKKa pot contribuir a I'activitat mTORC1, pero

no resulta indispensable (Ferey et al., 2014).
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Figura 7. Regulaciéo de l'activitat de mTORC1. A |'esquerra esta representada una
situacié amb disponibilitat de nutrients. En color gris estan representades les proteines que
en cada condicié queden inactivades o amb una activitat reduida.

3.1.2. mTORC2

MmTORC2 conté mTOR i mLST8, perd en aquest cas, conté Rictor
(rapamycin insensitive companion of mTOR), proteina que faria una funcié
similar a la de Raptor. La preséncia de Rictor fa que aquest complex no
pugui ser inhibit per un tractament agut de rapamicina. Tot i aix0, si que
s’ha observat que un tractament prolongat afectaria la seva activitat,
perqué la rapamicina afectaria la formacido de nous mTORC2 (Saxton &
Sabatini, 2017).

Altres proteines poden formar part del complex en certs moments, com
DEPTOR, Sin1 i Protor1/2 (Figura 8). Sin1 tindria una funcié similar a Rictor
en el reclutament de substrats, perd també pot regular l'activitat de
mMTORC2 mitjancant la proteina Ras (Hua et al., 2017) (Lone et al., 2019).

La preséncia de Protor no és necessaria per 'estabilitat del complex, pero
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pot afectar l'activitat quinasa de mTORC2 sobre els seus substrats (Pearce
et al., 2011).

Rictor

Deptor

Figura 8. Estructura del complex mTORC?2 i els seus interactors.

mTORC2 s’encarrega de controlar la proliferacié i la supervivéncia
mitjancant la fosforilacio de membres de la familia AGC com AKT, la
proteina quinasa C (PKC) i SGK (serum and glucocorticoid-inducible
protein kinase). L'activacié de AKT per mTORC2 regula la supervivéncia i
proliferacié mitjancant la fosforilacié del factor de transcripcié FoxO1/3a,
la quinasa GSK3B, SGK1 i I’ inhibidor TSC2 (Saxton & Sabatini, 2017).
L'activacié de la senyalitzacié per mTORC2 respon a la via de senyalitzacio
d’insulina-PI3K i pot ser regulada per un feedback positiu en el que AKT,
parcialment activat, fosforila Sinl i causa un increment d’activitat de
mTORC2 que dona lloc a I'activacié total de AKT (Figura 9) (Yang et al.,
2015).

En cancer, s’ha observat una sobre-activacié dels dos complexos.
mTORC1, com és un efector de vies com la PI3K o Ras/Raf/MEK/ERK, es
troba hiperactivat en molts cancers d’humans. Donat que AKT dirigeix
processos de proliferacio, també s’ha identificat que l'activitat de mTORC2

esta relacionat amb alguns casos de cancer (Saxton & Sabatini, 2017).
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Figura 9. Regulacié de I'activitat mTORC2. L’activacié de AKT per mTORC2 genera una
resposta de feedback positiu en la que es fosforila Sinl i causa un increment en |'activitat de
mTORC2.

3.2. PKA

La proteina quinasa A (PKA) és un complex enzimatic que té activitat
serina-treonina quinasa. Esta format per dues subunitats catalitiques (C) i
dues subunitats reguladores (R). Existeixen diferents gens que codifiquen
per aquestes subunitats. Per exemple, s’ha identificat fins a 4 gens C (q,
B, v, X)i4 gensR, que poden formar fins a dos tipus diferents d’holoenzims
PKA (IiII). El gen PRKACA codifica per la subunitat catalitica Ca. Parlaré
exclusivament d’aquesta isoforma perqué es la predominant i s’expressa
a la majoria dels teixits. Presenta 10 exons que donen lloc a una proteina
de 40 kDa (351 aminoacids) i dona lloc a 3 transcrits diferents (Turnham
& Scott, 2018).

El complex PKA esta inactiu fins que s’uneixen dues molécules d’AMP ciclic
(cAMP) de manera cooperativa amb les subunitats R, causant un canvi

conformacional que allibera les subunitats C, permetent-li realitzar la seva

23



INTRODUCCIO

funcié quinasa. La concentracié de cAMP, es veu molt incrementada en
resposta a nutrients. Aixi doncs, |'activaciéo de PKA esta relacionada amb
la preséncia de nutrients. A les subunitats R, s’hi troben unides AKAP (A-
kinase anchoring proteins) (Welch et al., 2010). AKAP permet situar PKA
en varies localitzacions cel-lulars proximes a proteines efectores,
optimitzant la transduccié del senyal. Hi ha AKAP que poden unir tant PKA
com fosfatasa PP2B, permetent que l'accié de la quinasa i la fosfatasa

tingui lloc en la mateixa localitzacié (Coghlan et al., 1995).

Una de les principals dianes de PKA son les CREB (cAMP response element
binding). Aquestes proteines es troben unides a seqiéncies dels
promotors, i en ser fosforilades, permeten la induccié de I’'expressié génica
(Sapio et al., 2014). Aixi es com |'activacié de PKA esta associada amb el
metabolisme de carbohidrats i lipids, I'expressido geénica, la plasticitats
sinaptica, l'estimulacié sinaptica del muscul cardiac, |'angiogénesi i
I'apoptosi (Jung et al., 2017) (Gold, 2019). Un dels seus substrats és la
CaMKKR, que la fosforila en el residu T144 i la converteix en un enzim

dependent de calci i calmodulina (Tatabatake et al., 2019).

3.3. EIF3

La sintesi proteica es un procés altament coordinat en el que es produeixen
multiples interaccions entre el ribosoma i els factors relacionats. Consisteix
en una serie de passos que comenca amb la traduccié de ARN missatger
(mRNA), continua amb I’elongacié de la traduccid, la terminacid, i acaba
amb el plegament, el targeting i el control de qualitat. El ribosoma, gracies
a les proteines elF (Eukaryotic initiation factor), recluta i processa el
mMRNA. El mRNA forma un complex amb eIF4E, que aleshores s’uneix amb
elF4G, donant lloc a elF4F. Aquest tipus d'iniciacié de la traduccidé es
coneix com cap-dependent. El complex eIF4F, a continuacid, s'uneix amb
eIF3, facilitant la unié amb el complex de pre-iniciacié 43S. Es en aquest

complex 43S on es troben els ribosomes 40S, alguns ARN de transferéncia
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(tRNA) i altres proteines eIF. Un cop s’ha unit, el ribosoma rastreja el
mMRNA en busca del codd d’iniciacio, i quan el troba, procedeix a la unid
amb la subunitat del ribosoma 60S, generant un ribosoma 80S actiu (Wolf
et al., 2019).

En els mamifers, el complex eIF3 esta format per 13 subunitats. 6 d’elles
formen part del complex de manera habitual, i d'aquestes, 3 d’elles estan
evolutivament bastant conservades (elF3a, elF3b i eIF3c), mentre que les
altres 3 no (elF3e, elF3fi eIF3h). La subunitat eIF3b es imprescindible per
la formacié del complex, ja que actua de nucli, i sense eIF3b no es forma
(Gomes-Duarte et al., 2017). La resta de subunitats formen un octamer
generant una estructura de PCI/MPN ((Proteasome, COP9, eifF3)/ (Mprl-
Pad1 N-terminal)). El PCI (format per les subunitats a, c, e, |, k, m) esta
estructurat en forma d’arc, mentre que les subunitats MPN (subunitats f,
h) s’uneixen entre elles. La unié entre PCI i MPN es fa a través de la
interaccio eiF3f-eiF3m. Un cop es produeix la unié PCI/MPN, es pot unir
amb el ribosoma 40S, i les subunitats elF3c, d y e, s'uneixen amb elF4G

per reclutar el mRNA al ribosoma (Villa et al., 2013).

La presencia de nutrients en el medi estimula la sintesi proteica a través
de mTORC1. La proteina eIF4E-BP1 (eIF4E binding protein 1) és activada
per mTORC1, que allibera a la eIF4E i li permet fer la seva funcié. Només
guan mTORC1 es troba inhibida, es produeix la inhibici6 de la sintesi

proteica (Hara et al., 1998).

La via CaMKK/CaMKI podria participar en la regulacié d’aquest complex de
sintesi proteica. CaMKI fosforila a la eIF4GII en cél-lules HeLa a la S1156
(Qin et al. 2003). El tractament amb l'inhibidor de CaMKK STO-609 i la
mutacié en el residu S1156, redueix el reclutament i la formaci6é de la
proteina elF4F, indicant que la CaMKK/CaMKI participa en la iniciaci6 de la

traduccié cap-dependent (Srivastava et al., 2012).
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4. Schizosaccharomyces pombe: el model.

El llevat s’ha convertit en un organisme model per fer estudis cientifics.
Juntament amb Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), més conegut,
Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) ha esdevingut també important

com organisme model.

Aix0 es degut a que les caracteristiques propies de I'organisme permeten
la seva facil manipulacié. Sén organismes eucariotes unicel-lulars, que
poden créixer en un elevat nombre en cultiu. La composicié del cultiu o les
condicions de creixement es poden modificar per identificar gens que
participen en una gran varietat de processos. S. pombe pot ser haploide
(un joc de cromosomes) o diploide (dos jocs de cromosomes), de manera
que utilitzar soques haploides permetria analitzar I'efecte d‘al-lels mutants
sense que es vegin dissimulats per la preséncia d’un al-lel salvatge (sense
mutar) en una soca diploide. Aix0 facilita I'estudi funcional d'un gen
mitjancant delecions o mutacions puntuals. La modificacié del genoma és
senzilla perqué els llevats tenen sistemes de recombinacié homologa que
s'activen quan s’introdueix DNA modificat linealitzat, de manera que la
seqléncia pot ser inserida per homologia. Un altre tipus d’estudi que es
pot fer es la introduccié de plasmidis, principalment de sobre-expressio,

per fer analisis funcionals (Hoffman et al., 2015).

Els primers investigadors que van treballar amb S. pombe van comencgar
a mitjans del segle XX de manera independent. Per una banda, Urs Leopold
va identificar que les diferéncies en el comportament en la reproduccié
sexual de S. pombe sén degudes a diferents al-lels del mateix locus. D’altra
banda, Murdoch Mitchinson va identificar unes proteines que s’'acumulaven
en determinades fases del cicle cel-lular, que més tard es van coneixer
com ciclines (Hoffman et al., 2015). Pero0 les contribucions més importants
de S. pombe van ser les de Paul Nurse, per les que va guanyar el premi

Nobel I'any 2001, on va identificar processos i proteines de S. pombe, que
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contribuirien a descriure el control del cicle cel-lular als eucariotes (Nurse
et al., 1976). Un any més tard, I'any 2002, Valerie Wood publicaria la
primera seqliencia del genoma de S. pombe (Wood et al., 2002). A data
del 2020, existeix moltissima informacié sobre S. pombe, que ha permés
la creacio d’'una base de dades anomenada PomBase, que indexa tota la
informacid publicada en articles cientifics i proporciona als investigadores
dades comprensives i actualitzades sobre totes les proteines de S. pombe
(Wood et al., 2012).

El cicle vital de S. pombe es pot dividir en una fase vegetativa (o asexual)
i una fase sexual (Figura 10). La fase vegetativa es produeix quan el
creixement es realitza en condicions d’amplia disponibilitat de nutrients.
En aquesta fase, les cel-lules tenen forma cilindrica i es van allargant a
mesura que avanca el cicle. Quan arriba a una longitud determinada, té
lloc una mitosi tancada, sense que es trenqui la membrana nuclear al
centre de la cél-lula, i a continuacié es forma un septe al mig de la cél-lula.
Aqguest septe, en digerir-se, dona lloc a dues cel-lules filles de mides molt
similars. La replicacié es produeix immediatament després de la mitosi,
aixi doncs, hi ha una fase Gi molt curta i una fase S que coincideix amb la
preséncia del septe. Un cop es produeix la septacid, les cél-lules filles es
troben en Gz, la fase més llarga del cicle ocupant 3 parts del temps

d'aquest (Figura 11), fins la propera mitosi.

Conjugacid

Quiescéncia

Meiosi i
esporulacio
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Figura 10. Cicle vegetatiu i sexual de Schizosaccharomyces pombe. Adaptat de
https://joelhuberman.net/HubermanLabArchives/BIR572/Fig3YeastGenetics.html
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Dep,.;
@ —Lvis

G2

L e )

Figura 11. El cicle cel-lular de S. pombe. Adaptat de Gomez & Forsburg (2004).

4.1. S. pombe: CaMK(K)

A S. pombe, la calmodulina també és la responsable d’unir el calci. Només
hi ha un gen que codifica per la calmodulina, cam1, la deleci6é del qual es
letal (Takeda & Yamamoto, 1987). També s’ha identificat, per homologia
de seqliéncia, proteines que presenten similitud amb les quinases
dependents de Ca?*/CaM: similars a CaMKKs s’ha identificat Ckk2 (o
Ppk34) i Sspl; i amb similitud a CaMKs: Cmk1, Cmk2 i Srk1.

4.1.1. Sspl

El gen ssp1 va ser el primer identificat com a CaMKK, ja que tenia la major
similitud de sequiéncia entre les proteines descrites fins aleshores a S.
pombe amb les CaMKK de mamifer. També presenta un domini d’uni6 a
calmodulina, pero fins ara no s’ha pogut observar experimentalment

aquesta unié. (Hanyu et al., 2009). Una altra similitud observada en el
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mateix treball, es que com les CaMKK de mamifers, es pot unir a les
proteines 14-3-3 de S. pombe, Rad24 i Rad25.

A S. pombe, aquesta proteina de 74 kDa va ser primer identificada
participant en la regulacié del creixement polaritzat. Per sobre dels 36°C,
les cél-lules sense sspl no poden créixer (Matsusaka et al., 1995) i es
mantenen bloquejades en patrons de creixement monopolar, és a dir,
nomeés s’allarguen per un dels pols de la cél-lula (Koyano et al., 2010).
Aix0 és degut a que Sspl manté, per una banda, el funcionament del cicle
cel-lular mantenint la fosfatasa Cdc25 activada mitjangant la inhibicié de
Srk1 en aquestes temperatures, i per una altra, la polaritat a través de la
seva interaccio amb la twinfilina (twf1l), una proteina que inhibeix la
nucleacié de filaments d’actina (Gémez-Hierro et al., 2015). El paper de
Sspl en regulaci6 de la polaritat s’ha associat preferentment a la
fosforilacié del residu T299 de Kinl, una quinasa que modula el canvi de

creixement de bipolar a monopolar (Lee et al. 2018).

La proteina Cdr2 és I’encarregada d’inhibir la quinasa Weel amb |‘objectiu
de permetre la mitosi. No obstant, gracies al control de Sspl i Poml,
I'activitat de Cdr2 depen de la mida de la cel-lula (Figura 12). Quan la
cel-lula és petita, Pom1 es troba als extrems i pot fosforilar Cdr2 que es
troba cap al centre. Aquesta fosforilacio redueix la capacitat de Sspl de
fosforilar Cdr2 i activar-la. A mesura que va creixent la cél-lula, i els seus
extrems es van allunyant, la fosforilacié6 de Pom1 es redueix, permetent
que Ssp1l pugui fosforilar Cdr2 a la T166 per activar-la i permetre I'entrada
a mitosi (Deng et al., 2014) (Facchetti et al., 2019). Aquest residu també

és defosforilat per les fosfatases de la familia PP2A (Deng et al., 2017).

Ssp1l
Creixement
Pom1
—_—
Cdr2-pT166 baixa
G, temprana G, tardana

Figura 12. Control per Ssp1 i Pom1 de la mida de la cél-lula i la mitosi. La figura prové
del treball de Deng et al., 2014.
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Sspl també esta implicada en respostes a estrés nutricional per
deprivacié. Presenta una regié de seqlieéncia molt conservada amb les
CaMKK humanes que es necessaria pel creixement a concentracions molt
baixes de glucosa (Hanyu et al., 2009). La seva funcié és necessaria per
reduir la mida cel-lular en aquestes condicions perd no per la supervivencia
a fase Go (Yanagida et al., 2011). Quan soques que creixen en medi minim
son deprivades de glucosa, les cél-lules deixen de créixer durant el temps
en que es produeixen entre una i dues generacions per posteriorment
tornar-se a dividir (Saitoh & Yanagida, 2014). A més, les soques sense
Sspl mostren una reduccidé en el consum de glucosa quan creixen a
concentracions baixes de glucosa en cultiu. Aixo es a causa de que Sspl
regula la localitzacié del repressor amb la fosfatasa Sds23, enviant-lo al
citoplasma i permetent |'expressié del transportador d’hexoses Ght5
(Saitoh et al. 2014).

En les situacions que s’han descrit al paragraf anterior, Ssp1 fosforila a la
proteina Ssp2, la subunitat catalitica del complex AMPK a S. pombe, el
residu conservat T189. Aquesta fosforilacié causa que Ssp2 pugui entrar
al nucli i fosforili factors de transcripci6 com Mei2, que participa en els
processos de conjugacid i esporulacio. En conseqliéncia, les soques sense
Sspl o Ssp2, mostren una reduccio considerable en la formacio d’espores
(Valbuena & Moreno, 2012). L’activacié d'aquesta via, a més, esta
facilitada per Epel, un regulador de la cromatina que pot inhibir la sintesis
d’acids grassos (Chen et al., 2017).

La fosforilacid del residu T189 en deprivacido de glucosa esta causada
exclusivament per Sspl (Deng et al., 2017). Tot i aix0, s’ha observat que
mentre que es necessaria una primera fosforilacié de Ssp1 per la funcio de
Ssp2, una segona fosforilacié en el mateix residu per part de Ckk2 es
afegida durant els primers 30 minuts de deprivacié de nitrogen (Davie et
al. 2015). Quan es torna a unes condicions optimes de creixement, la

fosfatasa ppel elimina el fosfat del residu T189 (Deng et al. 2017).
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Durant l'estrés osmotic, Sspl es relocalitza rapidament a la membrana.
Aquesta relocalitzacid és important ja que s’ha observat que les soques
sense Sspl no poden créixer en medis amb alta osmolaritat ni pH acid
(3,5)(Rupes et al. 1999). La proteina 14-3-3 no es necessaria en la
relocalitzacid, pero si que s’ha observat que la sobre-expressié de Rad24
redueix la preséncia de Sspl a la membrana (Freitag et al. 2011).
L'activacié de Ssp2 per Sspl s’ha descrit per diversos estressos osmotics,

pero no per estrés de calci (Schutt & Moseley, 2017).

L'expressié de Sspl podria estar regulada pel gen mog1, que forma part
d’'un complex Ran GTPasa, ja que la sobre-expressié de Sspl pot revertir
la sensibilitat a la temperatura observada en els mutants termosensibles
mog1-3 (Oki et al. 2007).

4.1.2. Cmk1l

Cmk1 es una proteina de 38 kDa que presenta una identitat de seqliéncia
propera al 40% amb la CaMK1 de mamifers. Presenta 5 exons i té
seqléncies d’'unié a la calmodulina. El residu T192, diana de la CaMKK
també s’hi troba en la seva seqliéncia, i la falta de fosforilacid observada
en mutants d’aquest residu ens permet veure que és necessari per assolir

una major activitat.

L'expressié a nivell de mRNA es baixa durant el cicle, i s’observa un pic
d’expressié durant la transicidé Gi/S. L'activacié constitutiva de Cmk1
redueix la proliferacio cel-lular (Rasmussen, 2000). La deleci6 de Cmk1
s’ha associat també a un patré monopolar de creixement a altes

temperatures (Koyano et al., 2010).

En resposta a calci, es produeix un increment a nivell de mRNA i a nivell
de proteina, on també es veu fosforilada. L'increment de mRNA esta causat

pel factor de transcripci6 Przl (Ppbl-responsive zinc finger protein)
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(Cisneros-Barroso et al., 2014). L'activitat de Prz1 esta regulada per la
fosfotasa calcineurina, que en resposta a estimuls de calci, la defosforila i
permet |’entrada de Prz1 per fer la funcié de transcripcié (Hirayama et al.,
2003). Tanmateix, Prz1 esta sota control d'un feedback negatiu, donat que
Cmk1 la fosforila, causant que retorni al citoplasma. La falta de Cmk1
causa el manteniment de l'activitat de Prz1 al llarg del temps i que les
cel-lules continuin creixent sota un estrés de calci. Aixo es deu a que Cmk1
és responsable de |I'aturada del cicle en resposta a calci per fosforilacié de

la fosfatasa Cdc25 (Cisneros-Barroso et al., 2014).

4.1.3. Srk1

Srk1l és una altra proteina amb similitud de seqliéncia amb CaMK pero
funcionalment homologa a les MAPKAP (MAP kinase-activated proteins)
guinases. Es una proteina de 66 kDa, la funcié de la qual en resposta a un
estrés térmic, osmotic i oxidatiu depen de la MAPK de S. pombe, Styl. A
la seva estructura s’hi ha identificat motius d’unié a les MAPK, als que es
pot unir Styl estigui Srkl fosforilada o no. La unié amb Styl no causa
canvis en l'activitat de la MAPK, pero permet la fosforilacié de Srk1 per
Sty1 en resposta a estrés (Smith et al., 2002) al residu T463 (Lopez-Avilés
et al., 2008). El nostre grup també ha observat que Srk1 necessita estar
unida a Sty1 per evitar la seva degradaci6. Un cop I'estrés osmotic causa
la fosforilacié de Srkl per Styl, el complex Styl-Srkl entra al nucli i
aleshores es dissocia. Srk1l llavors es dissocia de Sty1, que fosforila altres
dianes com factors de transcripcido (Asp et al., 2008), el que redueix
I'estabilitat i li dona un interval de temps molt curt per fosforilar les seves

proteines diana abans de degradar-se (Lopez-Avilés et al., 2008).

Srkl pot inhibir la fosfatasa Cdc25 per fosforilacido en el seu extrem N-
terminal en resposta a un estrés osmotic per induir un bloqueig del cicle
cel-lular en una fase Gy tardana. Fosforilada, Cdc25 es trasllada al

citoplasma unida amb Rad24, la qual la protegeix de la degradacid (Figura
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13) (Lopez-Avilés et al., 2005) (Lopez-Avilés et al., 2008). En soques
Asrkl, on no es produeix aquest bloqueig del cicle en G2, s’observa una
entrada molt més rapida en el cicle meiotic que en les soques salvatges,
com a consequéncia d’aquest fet (Smith et al., 2002). No obstant, també
existeixen mecanismes que permeten localitzar Cdc25 independentment
de la preséncia de Srk1 (Paul et al., 2018).

.
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Figura 13. Srk1 bloqueja el cicle cel-lular en resposta a estrés osmotic. La figura ha
sigut extreta de Lopez-Avilés et al., 2008.

La regulacié del cicle esta conservada en mamifer, doncs s’ha descrit que
la MAPKAP-2 quinasa, homologa de Srkl en H. sapiens, és capac¢ de
fosforilar Cdc25 per bloquejar el cicle (Manke et al., 2005). També és
aprofitada per la proteina R del virus de la immunodeficiéncia humana
tipus I (HIV-1, proteina Vpr) per induir I'arrest del cicle en G2 tant a S.
pombe com en humans per obra de la interaccié amb Srk1 o el gen MK2
huma. En conseqliéncia, es capag de prevenir la expansié clonal de
limfocits T (Huard et al., 2008).

Per acabar, en el nostre grup hem identificat que Sspl actua com un
sensor que assegura una correcta polaritat i mida cel-lular que inhibeix

Srk1 per evitar el bloqueig del cicle (Gomez-Hierro et al., 2015).
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4.1.4. Cmk2

Cmk2 és una serina-treonina quinasa de 57 kDa que presenta elevats
percentatges d’identitat amb les proteines RCK1 y RCK2 de S. cerevisiae i
les CaMKI/CaMKII de mamifers. Aquest gen participa en la resposta a
I'estrés oxidatiu i es fosforilat per Sty1 en el residu T411 (Sdnchez-Piris et
al., 2002). El nostre grup ha identificat la importancia de Cmk2 en aquesta
resposta, en el cas de l'estrés oxidatiu causat per arsenic, ja que s'ha
observat que regula negativament la traduccié de proteines gracies a una
interaccido amb la quinasa Cpc2, que forma part de la subunitat petita del

ribosoma (Sanchez-Marinas et al., 2018).

L'expressié de Cmk2 oscil-la durant el cicle cel-lular, amb un increment
després de l'anafase mitotica i un descens quan s’entra en la fase Go.
Podria ser que la seva funcid sigui bloquejar I’entrada a mitosis a través
de la inhibici6 de Cdc2 (Alemany et al., 2002). Aixi mateix, es veu
incrementada en ser exposada a estrés osmotic (Alao et al., 2010). Podria
estar participant en la regulacio de la polaritat cel-lular, donat que la seva
delecid causa un increment en cél-lules exposades a altes temperatures de
cel-lules en creixement monopolar (Koyano et al., 2010). També podria
participar en les respostes a concentracions baixes de glucosa, ja que en
soques sense Cmk2 s’ha identificat un descens de la produccié de coenzim
Q, un component de la cadena de transport d’electrons que s’indueix en
concentracions baixes de glucosa i esta regulat negativament pel complex
PKA (Nishida et al., 2019)

5. Deprivacio nutricional a S. pombe

Quan comencen a faltar nutrients al medi (nutrient starvation), una cel-lula

haploide té dues opcions, segons si troba parella o no:

¢ Si hi ha cél-lules del tipus d’aparellament contrari, s’aparella, entra

al cicle sexual i realitza la conjugacié (mating).
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Abans d’entendre el concepte de tipus d'aparellament, hem d’entendre que
S. pombe pot ser homotal:lic o heterotal:lic. Es consideren homotal-liques
aguelles soques que no tenen sexes diferents, i heterotal-liques les que si

els tenen.

En aquest procés esta implicat el gen matl, que pot tenir dos al-lels
diferents P (h*) o M (h). En les soques heterotal-liques, les cél-lules només
poden conjugar amb aquelles ceél-lules que no tinguin el mateix al-lel.
L'expressié d'aquest gen promou la diferenciacié sexual i el mating; i quan
co-expressen els dos al-lels al zigot, la meiosi i I'esporulacié. En les
cel-lules homotal-liques (h?°), aquesta necessitat no existeix, perque tenen
la capacitat de canviar d’al-lel, de manera que en un mateix cultiu poden
existir cel-lules amb l'al-lel P i cel-lules amb l'al-lel M. Aquestes soques
poden fer aixd perqueé contenen uns gens silenciats mat2-P i mat3-M, que
representen als al-lels P i M, respectivament, que poden ser intercanviats
pel gen matl (Maki et al. 2018).

Durant la conjugaciéo es forma una cel-lula Unica amb dos nuclis, que
posteriorment es fusionen per formar el zigot diploide. A continuacid,
comenga la meiosi i es formen 4 cél-lules haploides, al voltant de les quals
es forma una paret gruixuda i es genera una asca (S. pombe es un fong
ascomicet) que conté les quatre espores (Figura 10). Aquesta asca es una
estructura resistent que perdura en condicions extremes o de restriccié de
nutrients durant bastant de temps. Quan comenga a detectar nutrients,
I'asca es trenca i allibera les espores, que germinen al medi i entren en

fase vegetativa.

e Si no hi ha cél-lules del tipus d'aparellament contrari, la cél-lula

entra en quiescéncia (fase Go).

Quan s’elimina el nitrogen del medi, les cél-lules es divideixen dos vegades
rapidament abans de quedar-se aturades en fase Go des de la fase Gi

(Costello et al. 1986), adquirint una morfologia petita i rodona. Malgrat no
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dividir-se més, aquestes cél-lules continuen sent metabolicament actives,
consumint glucosa de manera més moderada i reciclant nutrients gracies
a mecanismes cel-lulars com l'autofagia (Hajiki et al., 2018). Es gracies a
aixo que les cél-lules en fase Go, poden resistir setmanes i mesos sense
nitrogen i s6n més resistents a estrés per calor. A continuacid, poden
tornar a entrar al cicle quan es reposa el nitrogen al medi (Su et al., 1996).
Fins ara, s’ha identificat 85 gens necessaris per poden entrar en fase Go,
entre els que es troben gens implicats en autofagia i gens que codifiquen
per fosfatases (Hajiki et al., 2018).

D’altra banda, amb independéncia de I'aparellament, hi ha descrites varies
vies metaboliques que participen en la resposta a la deprivacid de
nutrients, entre les que es troben les que impliquen el complex TOR i les

que impliquen a la proteina PKA.

5.1. El complex TOR (TORC)

Com en els mamifers, S. pombe presenta dos complexos TORC. Les seves
funcions resulten similars, pero la particularitat que té S. pombe es que la
subunitat catalitica pot estar formada per dues proteines Tor diferents,
anomenades Torl i Tor2. A més, els dos complexos juguen papers oposats

en la diferenciacié sexual com a resposta a la deprivacié de nitrogen.

5.1.1. TORC1

El complex TOR 1 (TORC1) esta format per la quinasa Tor2; l'ortoleg de
Raptor, Mip1; l'ortdleg de mLST8, Pop3; i la subunitat Tco89 (Hayashi et
al., 2007) (Figura 14). Tor2 es un gel essencial, el que significa que la
seva abseéncia és letal per la cél-lula pombe. Per treballar amb alteracions
de Tor2 es treballa amb mutants Tor2 que presenten una mutacio puntual
en la seva sequéncia que redueix 'activitat de Tor2 a un minim que permet
a la cél-lula créixer a temperatures permissives. No obstant, I’'exposicid

d’aquest mutant a una temperatura superior tornaria a generar un fenotip
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letal. En el cas de tor2, s’'ha generat el mutant tor2-51, que a temperatures
superiors a 32°C no son funcionals i presenten un fenotip semblant al de
les cél-lules deprivades de nitrogen, a més de veure’s induida I'expressio
d’inhibidors del cicle i gens de resposta a deprivacié de nitrogen. D’altra
banda, la sobre-expressido d’aguesta subunitat impedeix la diferenciacid
sexual i l'aparellament. Per tant, Tor2 estaria garantint el creixement
cel-lular en condicions optimes mitjancant la inhibicié d’inhibidors del cicle
i de gens de resposta a estrés com els implicats en la diferenciacié sexual
(Alvarez & Moreno, 2006).

TORC1

Figura 14. Estructura del complex TORC1. Mipl és el homoleg de Raptor en S. pombe,
Pop3 es I'hnomoleg de mLST8 en S. pombe.

TORC1 pot ser inhibit per la rapamicina, de fet, els mutants de tor2 soén
molt sensibles a aquesta droga (Hayashi et al., 2007). La rapamicina
inhibeix la diferenciacié sexual en deprivacié de nitrogen perd no es capag
d’aturar el creixement en condicions optimes (Weisman et al., 1997). Com
gue es possible que la inhibici6 de TORC1 no sigui total, la combinacio de
rapamicina i cafeina s’ha descrit capag d’aturar el creixement i d’induir
autofagia (Takahara & Maeda, 2012). En aquest cas, el tractament de
rapamicina i cafeina prolonga l'esperancga de vida en medi ric (Rallis et al.,
2013). Tanmateix, també existeixen altres inhibidor com Torin-1 que
poden inhibir tant TORC1 com TORC2. En conseqliéncia, el tractament
amb Torinl atura el creixement sense que hi hagi mort cel-lular. De fet, la
inhibici6 de TORC1 sembla accelerar I'entrar a mitosi abans d’aturar el

cicle, a través de la reduccié de nivells de Weel (Atkin et al., 2014).
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La funcié de TORC1 es realitza per mitja de fosforilacié d'una gran
quantitat de substrats que trobareu resumida en la figura 15. A

continuacio, anirem explicant quins substrats sén i en quins processos
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Figura 15. Funcions associades a I'activacié i la inhibicié de TORC1. A la part de dalt
es presenten les funcions associades a |'activacid, i a la part de baix, les associades a la
inhibicid. En color negre estan representats els nutrients, les proteines i les funcions activades
en cada condicié. De color gris, aquelles funcions o proteines desactivades o menys actives.

Control de la sintesi proteica:

La fosforilacié de la proteina S6 quinasa Pskl a la T392 i T415 promou la

sintesi proteica quan hi ha fonts de nitrogen i glucosa al medi de cultiu
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(Nakashima et al., 2012). L'activacié de Pskl causa la fosforilacio de la
proteina ribosoma S6, representada a S. pombe per Rps601 i Rps602
(Nakashima et al., 2010).

La fosforilacid del repressor Mafl en condicions optimes de creixement
permet a TORC1 regular-lo negativament. Gracies a aix0, la sintesi de RNA
estructurals com els ribosomics o els de transferéncia a través de RNA
polimerasa III (RNA pol III) es manté activada (Du et al., 2012). Quan
Mafl esta defosforilat, en canvi, la transcripcié de RNA pol III queda
detinguda (Otsubo et al., 2017).

TORC1 controla negativament [|'activitat de la quinasa Gcn2, que
s’'encarrega de fosforilar eIF2a. Quan esta activat, elF2a es manté
defosforilada, i com a conseqliéncia, es manté la traduccid. Es quan TORC1
s’inactiva, que s’activa Gen2 i fosforila eIF2a a la S52, inhibint la traduccié
i activant la transcripcié de gens de resposta a estrés (Valbuena et al.,
2012).

TORC1 pot controlar l'aportacié de nitrogen a la ceél-lula, ja que pot
controlar la localitzacid i I’expressié dels transportadors d’aminoacids. Per
exemple, la sobre-activacié de Tor2 en deprivacié de nitrogen impedeix la

translocacié de transportadors d’aminoacids com Agp3 (Liu et al., 2015).

La localitzacio del factor de transcripcié Gafl esta regulada per TORC1. La
inhibicié de TORC1 causa la rapida translocacié al nucli de Gaf1, on promou
la transcripcié de transportadors d’aminoacids (Ma et al., 2016). L'estat
de fosforilacié6 de Gafl regula la seva localitzacié: en condicions optimes
de creixement, Gafl es troba fosforilat al citoplasma. Quan es produeix la
deprivacié d'aminoacids, Gafl és defosforilada per la fosfatasa Ppel i es
transloca al nucli. L'activacié de Ppel en deprivacio es deu a que TORC1
deixa d’inhibirla. Per tant, quan TORC1 esta inactiu, Ppel defosforila Gaf1l,

qui pot entrar al nucli i exercir la seva activitat (Laor et al., 2015) regulant
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I'expressid de fins a 200 gens (Rodriguez-Lopez et al., 2020). No obstant,
I'activitat de Gafl es troba limitada a les primeres hores de deprivacié de
nitrogen, en les que inhibeix I'expressié de Stel1, un factor de transcripcio

I\\

importantissim en el “mating” i la meiosi (Kim et al., 2012) i estimula
I'expressié de Isp7, un regulador de la importacié d’aminoacids (Laor et

al., 2015).

Control de la mida cel:lular

Les quinases Sck1l i Sck2 son activades per TORC1 en resposta a nutrients
(Nakashima et al., 2012) i tenen funcions redundants a les de la proteina
Pkal (Jin et al., 1995) (Fujita & Yamamoto, 1999). La sobre-expressi6 de
Sck2 causa lincrement de la transcripci6 de gens implicats en el

creixement cel-lular (Weston et al., 2017).

Sck2 fosforila Ppk18 per inhibir la via Greatwall-Endosulfina. En preséncia
de nutrients, aleshores, aquesta via es veu inhibida, de manera que la
fosfatasa PP2A es manté activa i evita I'entrada en mitosi mitjancant
I'activacio de Weel. Quan falten els nutrients, s’activa la Ppk18 i s‘inhibeix
la PP2A, i les cél-lules entren en mitosi tot i que tinguin una mida més
petita (Chica et al., 2016). Sck2 també regula a través de Pmtl, la

metilacié de RNA de transferencia (Becker et al., 2012).

Inhibicié de 'autofagia

TORC1 fosforila Atg13 per inhibir I'autofagia. La inactivacié de TORC1 per
mutants termosensibles o per deprivacio de nitrogen causa la desaparicio
de la fosforilacié d’Atg13 i I'induccié de l'autofagia (Kohda et al., 2007)
(Otsubo et al., 2017).

Inhibicié de la reproduccié sexual

Existeixen diferents maneres per les que TORC1 pot regular negativament

la diferenciacio sexual.
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TORC1 controla la localitzacié cel-lular de factors de transcripcid que
controlen la reproduccié sexual. Stell és responsable de |'expressid de
gens necessaris per la reproduccié sexual. TORC1 evita I'acumulacié de
Stell en condicions optimes de creixement, per evitar que faci la seva
funcio (Valbuena & Moreno, 2010).

D’altra banda, TORC1 evita la induccio de I'expressié de Mei2 (Matsuo et
al., 2007). Mei2 participa en el canvi de cicle mitotic a meiotic. TORC1
regula la fosforilacié de Mei2 en condicions optimes, ja que la fosforilacid
de Mei2 comporta una reduccié en la seva estabilitat. En deprivacié de
nitrogen, quan TORC1 es inactiu, la estabilitat de Mei2 es més elevada i li

permet fer la seva funcié (Otsubo et al., 2014).

Un altre factor de transcripcid regulat per Tor2 seria Fhll, que regula
positivament gens implicats en el procés d’esporulacid, donat que s’ha
observat que els dos regulen el mateix subconjunt de gens i que la sobre-
expressié de Fhll permet suprimir el fenotip d’esporulacié observat en els

mutants termosensibles de Tor2 (Pataki et al., 2017).

Altres funcions

TORC1-PP2A regula l'obtencié d’energia per fermentacid alcoholica en

abseéncia d’oxigen (Watanabe et al., 2018).

¢Com es produeix la integraci6é de senyals?

Hi ha diferents proteines que, de manera paral-lela, estimulen a TORC1
continuament mentre hi hagi nutrients al medi. Aixi és com TORC1 es

converteix en el complex que aglutina diferents senyals nutricionals.

La GTPasa Rhb1 activa TORC1 en resposta a |'estimul nutricional (Urano
et al., 2007). Tanmateix, també s’ha descrit Bhd1 com activador de la via

(Van Slegtenhorst et al., 2007). Perd la sobre-activaciéo de TORC1 resulta
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toxica, pel que existeix un complex format per les proteines Gtr1/Gtr2, la
localitzacidé del qual esta regulada pel complex GATOR1, que participa en
la atenuacié de la senyalitzacié TORC1 en condicions nutricionals optimes
(Chia et al., 2017) (Fukuda & Shiozaki, 2018).

La reduccid de nitrogen esta associada a variacions en el ratio ATP/AMP,
que activen la AMPK de S. pombe Ssp2, per inhibir TORC1 durant els
primers minuts de deprivacié de dues maneres: directament (Davie et al.,
2015) o a través de l'activacié del complex format pel dimer Tsc1/Tsc2,
que inhibeix Rhb1l (Aspuria et al., 2007) (Forte et al., 2019). A més de
AMPK, la quinasa Gsk3 també pot actuar com un regulador negatiu de
TORC1 en resposta a estrés (Rallis et al., 2017).

La disponibilitat de certs aminoacids pot controlar I'activitat de TORC1, ja
gue alguns com la glutamina, la aspargina, l'aspartat i I'arginina sén els
gue activen més rapidament TORC1 un cop es treu el cultiu d’una situacié
de deprivacié de nitrogen. La falta d’enzims que participen en la sintesi
d’aquest aminoacids, com és el cas de Caal, que es troba a la ruta
biosintética de I'aspartat, evita I'activacio total de TORC1 (Reidman et al.,
2019).

El control de qualitat de proteines de la cél-lula també pot afectar a
I'activitat de TORC1. Hi ha drogues com la brefeldina A que causen estrés
del reticle endoplasmatic. En resposta a aquest estrés, TORC1 és inactivat
gracies a la quinasa Ppk32 per inhibir la sintesi proteica. Ppk32 també
inhibeix TORC1 durant la diferenciacié sexual (Kowalczyk & Petersen,
2016).

5.1.2. TORC2

El segon complex esta format per la quinasa Torl; Pop3; l'ortdleg de
Protor, Bit61; la proteina d’interaccié Sin1 i I'ortoleg de Rictor, Ste20 (Ikai
et al., 2011) (Figura 16).
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TORC2

Figura 16. Components del complex TOR2. En forma part Torl, Pop3 (homoleg de
mLST8), Ste20 (homoleg de Rictor), Bit61 i Sinl.

El principal substrat de l'activitat d’aquest complex es Gad8, un membre
de la familia de les AGC quinases que presenta similituds amb les proteines
AKT i SGK quinases dels mamifers (Du et al., 2016). La interaccié entre
Gad8 i TORC2 esta mediada per Sinl, que s’encarrega del reconeixement
de les regions CRIM dels substrats del complex TORC2 (Tatebe et al.,
2017). D'altra banda, perqué TORC2 pugui fosforilar Gad8, es necessari
que sigui fosforilada Pop3 (Ahamad et al., 2018).

Regqulacié de la via TORC2-Gad8

Gad8 presenta en la seva sequiéncia diferents llocs de fosforilacié: Torl
fosforila S527 i S546; i Ksgl fosforila T387 (Figura 17)(Matsuo et al.,
2003). La fosforilacié en la posiciéo T387 és essencial perqué la mutacid a
alanina d’aquest residu dona lloc a una Gad8 cataliticament inactiva.
L'activaci6 de Gad8 es fonamental, ja que exerceix una resposta de
feedback negatiu en la que fosforil-la a Torl en el residu T1972 i redueix
I'activitat quinasa de Torl. La reduccié d’aquesta activitat quinasa es un
procés que es produeix en els primers 5 minuts de deprivacié de nitrogen
i és necessaria per a que es produeixi la diferenciacié sexual (Halova et
al., 2013).

A la sequéncia de Gad8 s’hi troba també un residu altament conservat en

les SGK de mamifer, el residu T6, que controla la regulacioé reciproca entre
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Torl i Gad8, ja que la seva fosforilacido impedeix la interaccié fisica entre
Gad8 i Torl. Aquest residu es troba en la seqliiéncia consens de les PKC, i
podria ser fosforilat per Pck2, ja que la sobre-expressid de Pck2 presenta
fenotips similars a soques que presenten mutacions fosfomimeétiques del
residu T6 (gad8-T6D) (Du et al., 2016).

La fosforilaci6 de Gad8 per Torl va canviant segons les condicions de
cultiu. S’ha observat una reduccid de la fosforilacié en el residu S546, que
causa una menor activitat de Gad8 cap al seu substrat Fkh2 en condicions
d’estrés osmotic i de deprivacié de glucosa. La preséncia de glucosa, de
fet, és essencial per aconseguir la maxima activitat de Torl i requereix de
la via PKA (Cohen et al., 2014). L’eliminacié de glucosa causa una reduccié
de l'activitat de Torl en els instants inicials de la deprivacié (Hatano et al.,
2015).

Ryhl

Ksg1 TORC2

$527, $546
Gad8
)
T387

Fkh2

Figura 17. Regulacié de I'activitat del complex TORC2. La preséncia de glucosa causa
I'activacio de Ryh1 i la fosforilaci6 de TORC2. Un cop activat, TORC2 fosforila Gad8 en els
residus S527 i S546, que ha sigut préeviament fosforilada per Ksgl en el residu T387.
L'activitat de Gad8 causa l'activacié de la funcié transcripcional del factor de transcripcid
Fkh2.

Per l'activitat de TORC2, és necessari la integracié de les senyals de
glucosa per Ryh1 a través del complex GEF format per Sat1-Sat4 (Tatebe
et al., 2010). Quan deixa d'haver glucosa a la cél-lula Ryhl es queda
inactivat, donant lloc a la menor activitat de TORC2. La inactivacié de Ryh1

per la Pmkl ha sigut descrita en condicions de deprivacié de glucosa
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(Cohen et al., 2014) i quan s’activa el Cell Integrity Pathway (CIP) per una
alteracié de la paret cel-lular (Madrid et al., 2016). Tot i aix0, la
reintroduccié de glucosa en soques sense Ryhl torna a activar TORC2,
indicant que existeixen mecanismes independents de Ryhl per activar

TORC2 en presencia de glucosa (Hatano et al., 2015).

Funcions de TORC2-Gad8

Tot i que no és necessari pel creixement en medi ric, TORC2 es necessari
per les respostes a estrés i la reproduccié sexual. Les cél-lules sense Torl
(Atorl) no poden créixer en situacions d’estrés nutricional, osmotic o
oxidatiu, i son incapaces de fer reproduccié sexual (Weisman & Choder,
2001). També un estrés térmic o la inhibicid de la senyalitzacié de
calci/calmodulina i la calcineurina impedeix el creixement de cél-lules
Atorl (Kawai et al., 2001).

L'activitat de TORC2 pot ser inhibida en condicions de deprivacid
nutricional, amb TORCL1 ja inactiu, amb rapamicina, reduint la capacitat de
les cél-lules per captar aminoacids. Per tant, TORC2 actua incrementant la
captacié d’aminoacids en resposta a un estrés nutricional (Weisman et al.,
2005). Existeixen altres inhibidors més efectius com Torinl, que poden
inhibir I'activitat quinasa de TORC1 i TORC2 (Atkin et al., 2014).

La captacid de glucosa en condicions de deprivacido nutricional esta
regulada per Torl. La localitzacié del transportador Ght5 a la membrana,
que té una elevada afinitat per la glucosa i li permet captar-la a
concentracions molt baixes, esta regulada positivament per Torl (Saito et
al., 2015).

Es possible que TORC2 participi en I'entrada a mitosi ja que les cél-lules
Atorl s6n més allargades que les cél-lules salvatges en medi ric (Kawai et
al., 2001). La reduccié en la mida de la cél-lula causada per l'entrada en

la deprivacid de glucosa es depenent de Torl i Ssp1 (Yanagida et al., 2011)
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i de Torl en deprivacié de nitrogen (Petersen & Nurse, 2007). Aquesta
funcidé és independent de la preséncia dels components de TORC2 Ste20 i
Sinl. En concret, sembla que Torl forma un pseudocomplex TORC1 amb
Mip1l de TORC1, per intervenir en I'entrada a mitosi (Hartmuth & Petersen,
2009).

Una altra funcié que regularia TORC2 en la resposta a estrés es |'expressio
de gens implicats en la supervivéncia a llarg termini. El mutant Atorl pot
sobreviure durant més temps en cultius en fase de saturacié (Ohtsuka et
al., 2013).

Hi ha evidéncies de que TORC2 participa en el cicle cel-lular en diversos
moments: és capac¢ de regular positivament la re-entrada al cicle,

I'estabilitat de I’'anell contractil i el canvi de polaritat durant el creixement.

La re-entrada del cicle cel-lular des de la fase Go depén de l'activitat de
TORC2, ja que les cél-lules que presenten una menor activitat de TORC2
tarden més en reprendre el cicle a través de la defosforilaciéo de Cdc2 (Ikai
et al., 2011).

TORC2 participa en la regulacié del citoesquelet. La inactivacié de TORC2
fa que s’alenteixi I'aparicié del fus mitotic i que s'acumuli actina de manera
excessiva (Ikai et al., 2011). S’ha observat que Ste20 permet la unié de
TORC2 a l'anell d'actina durant la citocinesi per fosforilar Acpl. D'aquesta
manera, es controla l'estabilitat del complex Acpl-Acp2 i el timing de la

formacid i estabilitat de I'anell (Baker et al., 2016).

TORC2 també regula el canvi de creixement monopolar a bipolar. Una
menor activitat de TORC2 evita el canvi de patrd de creixement a bipolar
(Du et al., 2016) perquée Gad8 fosforila la miosina Myo1 al residu S742, i

li causa canvis en la seva afinitat per la Cam2: en lloc de necessitar dues
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molécules Camz2, la forma fosforilada només en necessitara una (Baker et
al., 2019).

TORC2 pot controlar I'estabilitat genomica i la resposta a drogues que
afecten al DNA. Intervé en la regulacié de la cromatina, regulant el
silenciament génic i la longitud dels telomers. La senyalitzacié per Gad8
promou el desbloqueig del cicle després del dany al DNA a través de la
defosforilacié de Cdc2 (Schonbrun et al., 2009). Alteracions en qualsevol
punt de la via TORC2 estan associats amb una elevada sensibilitat a
drogues que afecten el DNA, major dany al DNA i més inestabilitat

gendmica (Schonbrun et al., 2013).

TORC2 pot interactuar directament amb la cromatina i associar-se al
complex MBF (format per Resl, Res2 i Cdc10). L'associacié es necessaria
per a que aquest complex interactui amb els promotors dels gens als que
controla i facilitar I’expressioé de gens diana com cig2 o cdt2 en resposta a
dany del DNA (Cohen et al., 2016).

La integritat de les vacuoles esta controlada per la via TORC2-Gad8, ja
que en mutants sense Torl o Gad8, s‘observen vacuoles molt petites i
fragmentades, el que podria estar relacionat amb la seva sensibilitat al

calci i I'estrés osmotic (Tatebe et al., 2010).

5.1.3. Interaccio entre complexos TORC

Els dos TORC es poden regular entre ells. S’ha observat que la reduccié en
I'activitat de TORC2, causa un increment en |'activitat de TORC1, observat
com un increment en la fosforilacié de la proteina ribosomal S6 (Ikai et
al., 2011). També passa en el cas contrari, TORC1 causa un increment en
I'activitat de TORC2 (Rallis et al., 2013).
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Com he mencionat abans TORC1 inhibeix la diferenciacié sexual en
condicions optimes de creixement i TORC2 la promou quan hi ha baixa
disponibilitat de nutrients. En realitat, les dues vies convergeixen en el
mateix punt, la fosforilaci6 de Gad8 en el residu S546, per regular el
mating (Figura 18). En medi ric, I'activacié per TORC2 inhibeix la via
Greatwall-Endosulfina, pel que la fosfatasa PP2A es troba activa. Aquesta
fosfatasa es necessaria per l'inhibicié de la diferenciacié sexual, perque
quan es deleciona s’observa un fenotip amb una alta taxa d’esporulacid i
un increment en la fosforilacié de Gad8 per Torl. De fet, PP2A controla la
defosforilacié de Gad8 S546 en condicions optimes (Martin et al., 2017).
Com el canvi a un medi deprivat de nutrients causa l'inactivacié de TORC1,
i després, la inhibicié de PP2A per la via Greatwall-Endosulfina, s’observa
un increment en la fosforilacié de S546 (Chica et al., 2016). Per tant,

TORC1 i TORC2 controlen la diferenciacio sexual a través del mateix

“%@

Ppk18 Igol

residu.

Medi ric

GadS S$546

Deprivaci6 nitrogen

TORC1

Sckl Sck2 Gad8-S546

(Ppicis B 1go1 MO néa—m

Figura 18. La interaccié entre les funcions dels complexos TORC regula la
diferenciacioé sexual. En negre es troben les proteines activades en cada condicid. En color
gris, les proteines inactivades en cada condicid.

El complex SAGA esta implicat en la transcripcié de gens implicats en el
desenvolupament del cicle cel-lular, la resposta a estrés i la diferenciacié
sexual. En aquest cas, els TORCs també poden regular com actua SAGA.

Per una banda, TORC1 causa la inhibicié dels transcrits a través de la
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subunitat Gen5 de SAGA i la defosforilacio de Taf12 per PP2A. Per l'altra
banda, en resposta a la deprivacié de nitrogen, Gad8 fosforila Taf12 i

inhibeix parcialment la diferenciacié sexual (Laboucarié et al., 2017).

L'activaci6 de Pmk1l a través de la sintesi de Pck2 en condicions de
deprivacié de glucosa i després de tractaments que alteren la paret
cel-lular esta promoguda tant per TORC2 a través de Gad8 (Madrid et al.,
2015) com per TORC1 a través de Pskl (Madrid et al., 2016).

La fosforilacié de les proteines S6 ribosomals com Rps602 és resultat de
I'activitat de TORC1, pero també es necessaria |'activitat de TORC2, ja que
la delecié d’una de les seves subunitats causa un descens en la fosforilacio
de Rps602, i és possible que també depengui de Gad8 ja que co-precipita
amb ella (Du et al., 2012).

Els canvis en les concentracions d’aminoacids causats per Isp7, el
regulador dels transportadors d’aminoacids que esta regulat negativament
per TORC1, pot causar una reduccié en l'activitat de Gad8 (Laor et al.,
2014).

També els transportadors d’aminoacids estan regulats pels dos complexos
ja que en medi ric, TORC1 inhibeix I'expressié de permeases i TORC2 la
permet. En deprivacié de nitrogen, amb l'inhibicié de TORC1, com TORC2
continua activa, l'expressié de permeases es veu incrementada amb
I'objectiu d’augmentar la captacié d’aminoacids del medi extracel-lular (Ma
et al., 2015).

5.2. El complex PKA

A S. pombe, el complex PKA esta format per dues subunitats: la subunitat
catalitica, codificada per la proteina Pkal (Maeda et al., 1994) i la

subunitat reguladora Cgsl (Kawamukai et al., 1991).
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L'activitat catalitica de Pkal consisteix en inhibir respostes i adaptacions
de la cél-lula a condicions d’estrés mentre la cél-lula tingui disponibilitat de
nutrients al medi. Quan es produeix una situacié d’estres i la cél-lula deixa
de tenir nutrients, Pkal s’inactiva i permet al seus substrats realitzar les
seves funcions. Per aquest motiu, Pkal necessita un mecanisme que la
informi de l'estat nutricional de la cél-lula. Aquest mecanisme esta

proporcionat pels nivells de cAMP (Figura 19).

Glucosa LA L K A
aee

Glucosa

CITOPLASMA

Cgsl

T

Pkal

NUCLI

NUCLI

Gluconeogeénesi Gluconeogénesi
Diferenciacio sexual Diferenciacio sexual
Figura 19. Regulacioé de I’activitat de Pkal a través del cAMP. A |'esquerra condicions

d’amplia disponibilitat de glucosa, i a la dreta, condicions de deprivacid. En gris es troben les
proteines inhibides en cada situacio.

La formacié de cAMP es produeix quan hi ha nutrients al medi. La preséncia
de glucosa activa el receptor Git3 a la membrana, i en resposta, s’activa
un heterotrimer de proteina G format per Gpa2, Git5 i Gitll (Welton &
Hoffman, 2000) que posteriorment activa l'adenilat ciclasa Cyrl, que
produeix cAMP (Byrne & Hoffman, 1993).

Els nivells de cAMP estaran alts quan hi hagi una alta disponibilitat de

nutrients, perd quan comencin a escassejar comencen a disminuir gracies
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a la fosfodiesterasa Cgs2. Quan no s’hi troba aquesta fosfodiesterasa,

s’observen nivells molt elevats de cAMP (Wang et al., 2005).

La proteina Cgsl permet a la Pkal llegir els canvis de concentracié de
cAMP. Quan Pkal es troba activa, es troba al nucli, perd quan necessita
ser inactivada es mou al citoplasma per un mecanisme que és dependent
de la preséncia de Cgsl (Matsuo et al., 2008). En condicions de
disponibilitat optima de nutrients, quan Pkal es troba activa, Cgsl esta
unida a cAMP. Quan hi ha una reduccié dels nivells de cAMP, Cgsl queda
lliure, s'uneix a Pkal i la trasloca al citoplasma per a que no pugui fer la
seva funcié (Gupta et al., 2011a) i afavorir la seva hiper-fosforilacio
(MclInnis et al., 2010) (Gupta et al., 2011b).

Per tant, la preséncia de cAMP és un regulador positiu de |'activitat de la
Pkal, ja que eliminar el cAMP o la Pkal causa el mateix efecte, una
repressié de l'activitat PKA i I'induccié de I'expressié de gens normalment
inhibits per Pkal. En canvi, la inhibicié de Pkal en condicions de deprivacio
depén de la preséncia de Cgsl, ja que en soques sense Cgsl (Acgsl),
Pkal continua activa en aquestes condicions (Hoffman & Winston, 1991).
La inhibicié de Pkal en condicions de deprivacié és necessaria en la fase
estacionaria perque les soques Acgsl son molt sensibles als canvis en les
condicions de cultiu i moren rapidament quan arriben a la fase estacionaria
(DeVoti et al., 1991).

L'activitat de Pkal també esta regulada a través de fosforilacid. La quinasa
Ksgl la fosforila al residu T356. Aquesta fosforilacido es molt important, ja
gue en soques amb la mutacié T356A, que no poden ser fosforilades en
aquest residu, la Pkal es cataliticament inactiva i causen que la soca es

pugui diferenciar sexualment en medi ric (Tang & McLeod, 2004).

La propia activitat de Pkal és necessaria per controlar la transcripcid dels

components del complex PKA, ja que soques amb l'activitat Pkal
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constitutivament activada mostren una reduccio en els nivells de transcrits
de Pkal i Cgsl (Stiefel et al., 2004).

Abans s’ha mencionat que Pkal inhibeix les respostes a situacions
estressants en condicions optimes de creixement. En condicions d’estrées,
Pkal estaria inhibida i permetria I'expressié de les proteines a les que
inhibeix.

Inhibicié de la resposta sexual

La preséncia de nutrients al medi fa que no calgui desenvolupar formes de
resisténcia per sobreviure a aquestes situacions. Per aquest motiu, Pkal
inhibeix la meiosi. Les soques sense Pkal (Apkal) son capaces de
diferenciar-se sexualment, fins i tot, en condicions optimes (Maeda et al.,
1994). La sobre-activacié de Pkal mitjancant la delecié de Cgsl o per la
sobre-expressié de Pkal, genera soques esteérils (DeVoti et al., 1991) (Yu
et al., 1994).

La deprivacid de nitrogen causa una reduccié dels nivells de cAMP
intracel-lulars (Mochizuki & Yamamoto, 1988), pel que es redueix |'activitat

de Pkal i es desinhibeixen totes les seves proteines diana.

L'activacio de les proteines Stell i Mei2 és necessaria per a la diferenciacié
sexual. Pkal s’encarrega que aquestes proteines quedin inhibides en
condicions optimes. La inhibicié de Pkal esta associada amb una major
expressio de Stell i Rst2 (DeVoti et al., 1991) (Kunitomo et al., 2000).

L'expressio de Stell esta controlada pels factors de transcripcid Atfl i
Rst2. En resposta a una deprivacid de nitrogen, la induccio de Stel1 i Fbp1
esta sota el control del dimer Atfi-Pcrl (Takeda et al., 1995) (Watanabe
& Yamamoto, 1996). Es probable que aquest control sigui indirecte, ja que
no s’ha identificat llocs d’unié per Atfl-Pcrl en el promotor de Stell

(Eshaghi et al., 2010). En qualsevol cas, el control de l'activitat
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transcripcional d’Atf1 esta sotmés sota el control de Pkal i la MAPK Sty1
(Kanoh et al., 1996). En condicions optimes, es troba inhibida per Pkal,
perd en condicions de deprivacid, Pkal s’inactiva i s'activa la via Sty1, que
la fosforila per activar-la, sent necessaria per la induccié de Stell i Fbp1
(Stettler et al., 1996).

Qui si presenta llocs d‘unié en el promotor de Stell és el factor de
transcripcié Rst2, que regula la transcripcié de ste11 (Higuchi et al., 2002).
L'activitat d’aquest factor de transcripcié esta inhibida per Pkal (Kunitomo
et al., 2000). PKA i TORC1 participen conjuntament en la inhibicié de la
meiosi, es necessita la inhibicio de les dues pel control de la localitzacié de
Stel1l al nucli i per la induccié de Stell i la meiosi a través de Rst2 en

condicié de deprivacié nutricional (Valbuena & Moreno, 2010).

Els analisis transcripcionals han mostrat que la inhibicié de Pkal es
necessaria per la transcripcié de gens induits per la deprivacié de nitrogen,
i la reactivacié de Pkal per reprimir-la un cop es reintrodueix el nitrogen
al medi de cultiu (Liu et al., 2015).

Inhibicié de les respostes a estrés

La presencia de glucosa al medi fa necessari la inactivacié de vies
anaboliques de produccié de glucosa. La Pkal, en aquest cas, pot inhibir
la transcripcio de Fbp1, un enzim implicat en la gluconeogénesi (Hoffman
& Winston, 1990), a través de la fosforilacio de Rst2, impedint la seva

translocacio al nucli (Higuchi et al., 2002).

El paper de Pkal sobre la senyalitzacié del TORC2 en preséncia de glucosa
es una qlestio de controvérsia. Per una banda, en un treball es va
determinar que en les soques Apkal, la fosforilaci6 de Gad8 per Torl
desapareix, mentre que en soques amb Pkal hiperactivada, Gad8 acaba
defosforilada (Cohen et al., 2014). Per l'altra banda, en treballs posteriors

no es va identificar aquest descens de fosforilacio en els mateixos mutants,
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el que es va atribuir al no Us de coctels d'inhibidors en el primer treball
(Hatano et al., 2015).

El gluconat és una de les fonts de carboni alternatives a S. pombe que
s’utilitza quan comencga a faltar glucosa al medi. Pkal s’encarrega de
regular negativament la preséncia de transportadors de gluconat a la
membrana en presencia de glucosa, al no ser necessari en aquell moment
(Caspari, 1997).

Quan un cultiu no es dilueix i les cél-lules continuen creixent arribant a la
fase estacionaria. En aquesta fase, la disponibilitat de nutrients com la
glucosa i el nitrogen cada cop es va reduint més. De fet, com més
concentracié de glucosa hi hagués en el medi, menor era la supervivéncia,
ja que la presencia de glucosa contribueix al procés d’envelliment cel-lular
(aging) (Roux et al., 2009). En aquest procés, es necessari que Pkal
estigui inactiu, ja que en una soca que manté Pkal constitutivament
activa, com és la soca Acgs1, les cel-lules moren rapidament quan arriben
a la fase estacionaria (DeVoti et al., 1991). De fet, és la continua
senyalitzacio de preséncia de glucosa a través de Pkal la que contribueix
a 'envelliment cel-lular i la menor supervivéncia en la fase estacionaria
(Roux et al., 2009).

En canvi, les cél-lules de la soca Apkal poden sobreviure bastant de temps
en aquesta fase, ja que els mecanismes cel-lulars que acostuma a inhibir
Pkal l'ajuden a lluitar contra els processos d’envelliment. La inhibicid
s’associa de Pkal a una menor acumulacié d’espécies reactives d’oxigen
(ROS) i menys successos d’apoptosis a la fase estacionaria (Roux et al.,
2006). No obstant, altres estudis han trobat que les ceél-lules Apkal
consumeixen més oxigen (Zuin et al., 2010), i durant la fase exponencial
produeixen més ROS i tenen una major sensibilitat a rotenona, una droga
gue indueix l'aparicié de ROS (Wang et al., 2010). Es possible aleshores

que la falta de Pkal pugui aclimatar a la cél-lula abans de I'estrés o que el
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canvi observat en la fase estacionaria no causi molts canvis en la cél-lula
Apkal.

Una proteina important en la supervivéncia en fase estacionaria és Sds23,
gque es fosforilada tant per Styl com Pkal en el residu S391, i a més per
Pkal a la S18. Aquesta fosforilacié justament quan comenca la fase
estacionaria és important per mantenir la viabilitat del cultiu (Jang et al.,
2013).

En resposta a fase estacionaria, s'ha observat en cél-lules Apkal la
inducci6 de factors de transcripcié implicats en la resposta a
concentracions molt baixes de glucosa al medi, com es el cas de Rsv1 (Hao
et al., 1997) o de Phx1, relacionat amb la fermentacié (Kim et al., 2014);
i I'expressié de gens associats a supervivencia a llarg termini com Ecl1
(Ohtsuka et al., 2008). La induccié de Rsv1, activada per Rst2, té com a
objectiu inhibir I'entrada de glucosa en la via de les pentoses fosfat (Fraile
et al., 2020).

La inactivacié de la Pkal causa l'exportaci6 de mRNA del nucli al

citoplasma en resposta a la deprivacio nutricional (Whalen et al., 1999).

L'activitat de Pkal necessita reduir-se a altes temperatures. Aquest fet
s'‘observa quan es deleciona el regulador negatiu de Pkal, Cgsl. Les
cel-lules Acgs1 son altament sensibles a altes temperatures (Férnandez et
al., 1997). En resposta a |'estres termic, s’indueix la sintesi de xaperones
i s'Tacumula trehalosa, actuacions que permeten a la cél-lula tolerar millor
la temperatura. Pkal és qui inhibeix |'acumulaci6 de trehalosa a
temperatures optimes, i la permet a altes temperatures quan és inactivada
(Ribeiro et al., 1997). L'acumulacié de trehalosa mediada per Pkal també
s’associa a un estrés oxidatiu (Férnandez et al., 1998). La causa molecular
és que Pkal regula negativament I'expressié de Tpp1 (Franco et al., 2000)

i fosforila Ntpl al residu S71 (Franco et al., 2005), proteines implicades
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en la prevencio de I'acumulacio de trehalosa, i de les quals, I'activitat de

Ntp1 es calci-dependent (Franco et al., 2003).

Durant l'estrés osmotic, pero, el comportament és diferent a la resta
d’estressos perqué Pkal necessita estar actiu per mantenir la viabilitat del
cultiu. En aquest procés, les cel-lules Acgs1 mantenen la seva viabilitat, al
contrari que les cel-lules Apkal, que es mostren especialment sensibles a

aquest estres (Yang et al., 2003).

Davant les situacions d‘estrés, es formen granuls citoplasmatics on
s'acumulen molecules de mRNA i factors de traduccié, per salvaguardar-
les fins que es reprengui el creixement (Cabrera et al., 2020). Aquest
comportament s’ha identificat en |'estrés osmotic, I'estrés térmic i la
deprivacié de glucosa. L'adicié de calci durant la deprivacié de glucosa,
potencia la formacid d’aquest granuls de manera dependent a Pkal, ja que

en soques Apkal no es formen (Nilsson & Sunnerhagen, 2011).

La preséncia de Pkal es necessaria per mantenir la viabilitat en resposta
a l'estrés de calci. Durant les primeres hores de |'estrés es troba al nucli i
amb el pas del temps es trasllada al citoplasma. El fenotip associat Apka1i
sembla estar associat al factor de transcripcid Prz1. S’ha vist que l'activacio
de Pkal en resposta a cAMP esta associada a una menor activitat
transcripcional per part de Przl (Koike et al., 2012). Per0 també s’ha
observat un increment de transcripci6 de cmk1 en soques Apkal de S.
japonicus (Papp et al., 2017) i de prz1 en soques Apkal de S. pombe en
condiciones optimes (Matsuo & Kawamukai, 2017). No obstant, els nivells
de proteina Cmk1 es mantenen estables i mostren una menor fosforilacié
en resposta a calci en abséncia de Pkal (Cisneros-Barroso, 2014). Per
acabar, quan s’elimina Przl d’una soca Apkal, adquireix una major
sensibilitat al calci que en els mutants simples (Matsuo & Kawamukai,
2017).
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En resposta a una deprivacié de fosfats, |'activacié de la fosfatasa Phol a
través de Pkal és necessaria, ja que en mutants Apkal no s’ha observat
un increment de la activitat fosfatasa en resposta a la falta de fosfats

(Henry et al., 2011) o de nucleotids com la adenina (Estill et al., 2015).

Progressid del cicle cel-lular

Durant el desenvolupament del cicle cel-lular, I'activitat de la Pkal va
fluctuant per regular la seva progressié. Té un paper en la transiciéo G2-M,
doncs la sobreexpressié de Pkal causa un arrest en fase Gz (Tallada et al.,
2002). També s’ha observat una reduccié de la mida cel-lular en cél-lules

Apkal en el moment que es produeix la divisié (Navarro & Nurse, 2012).

Pom1, una quinasa que regula la polaritat i la citocinesi (Lee et al., 2018),
és relocalitzada al cortex de la cél-lula per Tea4 en un procés que esta
regulat per Pkal. La localitzacié de Tea4 a través del complex CLASP, que
controla l'estabilitat dels microtubuls, és inhibida per Pkal (Kelkar &
Martin, 2015).

El complex ciclosoma 20S, que s’encarrega de la degradacio de ciclines i
la separacidé de les cromatides germanes en la transicié a anafase esta

regulat negativament també per la Pkal (Yamashita et al., 1996).

L'activitat de tant TORC1 com Pkal evita l'arrest del cicle en Gi1 en
condicions oOptimes de creixement, donat que el doble mutant tor2.51
Apkal mostra un major nombre de cél-lules en Gi després de la inactivacio

per temperatura de Tor2 (Valbuena & Moreno, 2010).

Altres funcions

L'activitat de Pkal participa en I'estabilitat genomica. Quan es deleciona
pkal, s'observa un increment de la degradacié de DNA i RNA respecte a

una soca salvatge (Nakashima et al., 2002). Les soques sense Pkal
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mostren també una elevada sensibilitat a drogues com la camptotecina
que causen trencaments de cadena senzilla al DNA (Deshpande et al.,
2009).

El funcionament del citoesquelet també esta afectat per I'activitat de Pkal.
La integracid de la senyalitzacié per glucosa pot afectar a processos com
la transicié de creixement monopolar a bipolar, ja que les cél-lules Apkal
tenen un major percentatge de cél-lules monopolars que les cél-lules wild-
type (Koyano et al., 2010) i una major sensibilitat a drogues que
bloquegen la polimeritzacié de microfilaments d’‘actina com Latrunculina A
(Asadi et al., 2016). La segregacio dels cromosomes també esta afectada
per la interacci6 amb la proteina d’unié als microtibuls Mal3 (Tanabe et
al., 2019).

El proteosoma és un organul cel-lular encarregat de la digestié de
proteines, l'activitat del qual pot ser inhibida amb bortezomib. Les soques
sense Pkal mostren una elevada sensibilitat a la inhibicié del proteosoma
amb bortezomib, pel que també podria estar associada la Pkal a la funcio

del proteosoma (Takeda et al., 2011).

La sintesi d’ergosterol, un component de la membrana plasmatica en
fongs, es la diana de drogues antifingiques com el clotrimazol. Quan
s'exposa al clotrimazol, les soques Apkal tenen una menor viabilitat que
les soques salvatges, per tant, es possible que Pkal participi en el procés

de biosintesi de I'ergosterol (Fang et al., 2012).

La produccié de Coenzim Q10 (CoQio), un element de la cadena de
transport d’electrons, esta regulada negativament por Pkal en medi ric.
Condicions com la deprivacié de glucosa o I'eliminacié de Pkal, causen un

increment en la seva expressid (Nishida et al., 2019).
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5.3. eIF3e/Int6

Un dels complexos que regula la sintesi de proteines a S. pombe és EIF3.
Pot presentar dues conformacions, formades per 11 subunitats diferents:
una nucleada per la proteina eIF3m (tif313) i un altre que conté elF3e
(int6) (Zhou et al., 2005). La funcié d'aquest complex esta conservada, i
es pot observar que les subunitats d’aquest complex co-sedimenten amb
el complex de pre-iniciacié 43S (Bandyopadhyay et al., 2000) i amb el
ribosoma 40S (Akiyoshi et al., 2001).

La funcio de les diferents conformacions del complex, pero, és diferent:
els conjunts de mRNA que estan associats al complex format per tif313
tenen un paper en la traduccié global, mentre que els associat al complex
format per int6 estan relacionats amb un conjunt més restringit de
transcrits (Zhou et al., 2005) (Taula 2). Aixi, la deleci6 de tif313 és inviable
(Kim et al., 2010), mentre que les soques Aint6 no tenen problemes per
iniciar la traduccié basal en medi ric, pero si per iniciar-la en medi minim
(Akiyoshi et al., 2001), sobreviure a drogues com la cafeina o diferenciar-
se sexualment (Bandyopadhyay et al., 2000). D’altra banda, la sobre-
expressié de Inté confereix resisténcia a multiples drogues a través de
I'increment d’activitat del factor de transcripcié Pap1l (Crane et al., 2000)
(Jenkins et al., 2005).

La falta d'iniciacidé de la traduccié que s’observa en les soques Aint6 quan
creixen en medi minim esta causat per una reduccié del reclutament de
ribosomes sobre el mRNA. Dins del conjunt de gens que son traduits per
int6, es troben gens associats a la biogénesi dels ribosomes, transport
d’aminoacids i la fosforilacié oxidativa. En consequliéncia, en cél-lules sense
int6, no es produeix la respiracio i si un augment de glicolisi (Shah et al.,
2016).
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Complex elF3e H. sapiens Complex elF3m

Tif301 elF3a Tif301
Tif302 elF3b Tif302
Tif303 elF3c Tif303

Moel elF3d -

Int6 elF3e =
Tif306 elF3f Tif306
Tif307 elF3g Tif307
- elF3h Tif308
Suml elF3i Suml
- elF3j Tif310
elF3m Tif313

Taula 2. Els diferents complexos que forma eIF3 a S. pombe. En la columna del mig
es troben els ortolegs de les proteines en humans. Adaptada de Zhou et al., 2005 i Ray et
al., 2008.

Int6 és necessari per augmentar la captacié d’aminoacids com la leucina
(Matsumoto et al., 2002) o la histidina. En aquestes condicions, |'activacio
de Sty1 és necessaria per la supervivéncia de la cél-lula a causa de I'estrés
oxidatiu causat per la deprivacié. No obstant, tot i I’activacié de Styl1, la
soca Aint6 és sensible a la deprivacié d’histidina perquée int6 controla la
sintesi y estabilitat del factor de transcripcio Atfl (Udagawa et al., 2006).
Les soques Aint6 sén sensibles també a l'estrés oxidatiu, pero el
tractament amb antioxidant facilita el seu creixement davant d’'un estrés
oxidatiu o una deprivacié d’aminoacids. Per tant, int6 és necessari per

reduir I'estrés oxidatiu intracel-lular (Nemoto et al., 2010).

Tal com s’ha comentat, Int6é forma part del nucli del segon complex elF3
juntament amb Moel (eIF3d) formant un heterodimer. La preséncia
d’aquest heterodimer és necessaria per l'acoblament i la funcié de elIF3.
La delecié d'un o altre gen dona lloc als mateixos fenotips (Bandyopadhyay
et al., 2002).

D’altra banda, Int6 regula negativament |'estabilitat dels microtubuls

perque les cél-lules mostren una menor afectacié en fenotips relacionats
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amb una baixa estabilitat del microtibuls com [|'aparicié de cél-lules
corbades o la sensibilitat a baixes temperatures, fins i tot, davant de I'Us
de drogues desestabilitzadores. A la vegada, la interaccié de les funcions
del dimer Moel/Int6 amb Rasl controla la segregacié dels cromosomes
(Yen & Chang, 2000). La interaccié entre les dues vies es produeix perque
Ras1 activa Cdc42, que interacciona con el Guanine Exchange Factor (GEF)
Scdl (Von Arnim & Chamovitz, 2003), que també interacciona amb
I’heterodimer Int6/Moel. Aquesta interaccié es necessaria per la correcta

formacioé del fus mitotic (Chen et al., 1999).

L'estructura de Int6 presenta en el seu extrem carboxil terminal un domini
PCI, comU amb proteines que es troben en el proteosoma i proteines del
signalosoma COP9 (Von Arnim & Chamovitz, 2003). El domini PCI podria
possibilitar la interaccié entre Int6é i Moel amb la subunitat Rpn5 del
proteosoma, i permetre aleshores la translocacié de Rpn5 al nucli a través
de la importina Sal3 (Sha et al., 2009) per formar el proteosoma, en un
procés també depenent de Rasl. En conseqiiéncia, els mutants de Int6
tenen una menor activitat proteosomica, ja que s’‘observa una acumulacio
de proteines poli-ubiquitinades i una elevada sensibilitat a drogues que
activen el proteosoma. Per tant, Int6 estaria regulant positivament

I"activitat del proteosoma (Yen et al., 2003).

L'associacio del proteosoma amb int6 es necessaria pel control de qualitat
de proteines al reticle endoplasmatic. Int6 forma un complex amb Cdc48,
que reconeix les proteines aberrants poliubiquitinades per dirigir-les cap
al proteosoma. Aquesta interaccié és necessaria també per la correcta

segregacio dels cromosomes (Otero et al., 2010).
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Antecedents de la quinasa Ckk2

Tal com hem comentat anteriorment, Ckk2 presenta homologia de
sequéncia amb les CaMKK. En S. pombe, inicialment anomenada Ppk34,
va ser identificada com una proteina quinasa de funcié desconeguda, i va
ser associada a través de screenings gendomics a funcions associades al
citoesquelet, ja que en abséncia de Ppk34, les cél-lules mantenen una
major proporcié de cel-lules en creixement bipolar (Koyano et al., 2010).
Altres estudis emprant la hidroxiurea, una droga que inhibeix la replicacio,
han identificat la Ppk34 en possibles funcions en la resposta al dany del

DNA, ja que les cel-lules Appk34 en mostren sensibilitat (Pan et al., 2012).

El grup de la Dra. Aligué ha centrat els seus estudis en la Ppk34 després
d’identificar-la com la quinasa responsable de la fosforilacié de Cmk1 en
resposta a estrés de calci, anomenant-la Ckk2, per la seva homologia
funcional amb la CaMKK2 de mamifer. D’altra banda, els analisis
comparatius de les seqliéncies de Ckk2 amb les altres CaMKK identificades
a S. pombe i H. sapiens han revelat la preséncia en el domini catalitic de
la Ckk2 de seqiéncies consens trobades en totes les CaMK(K) (Yance-
Chavez, 2015) i una major homologia amb la CaMKK2 (Cisneros-Barroso
et al., 2014).

Posteriorment, es va comprovar que Ckk2 es podia unir al complex calci-
calmodulina i que era capag de fosforilar Cmk1 in vitro (Yance-Chavez,
2015). L'activacio de Cmk1 a través de Ckk2 es necessaria per detenir el
creixement de les cél-lules en resposta a calci a través de la fosforilacio i
estabilitzacié de Cdc25, que atura el cicle cel-lular. En consequéncia, tant
les cel-lules Acmk1 com les Ackk2, son incapaces d’aturar el creixement i
continuen creixent a concentracions elevades de calci, al contrari que les

cél-lules wild-type (Cisneros-Barroso et al., 2014).
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Estudis anteriors del grup van indicar que el paper de Ckk2 no esta
restringit solament en la resposta a calci. En situacions d’estrés nutricional
causat per deprivacié de glucosa o de nitrogen causen un increment en els
nivells de proteina Ckk2 (Figura 20), indicant que podria tenir un paper en

aquestes condicions (Yance-Chavez, 2015).

Conjuntament amb l'increment en els nivells de proteina Ckk2, es va
observar una altra banda, situada prop dels 66 kDa, que també
incrementava amb la Ckk2 de manera proporcional al temps de deprivacié.
Degut a la diferéncia de mida respecte a la Ckk2, que fa 40 kDa, es va
pensar que podria ser sumoilacié, una modificacié post-traduccional que
consisteix en la unié d'una proteina SUMO, que en el cas de S. pombe,
s'anomena Pmt3. La sumoilacié pot alterar la funcié de la proteina
directamente o través de la interacci6 amb una tercera proteina, regulant
processos com la transcripcid, el transport nuclear, la resposta al dany del
DNA, l'organitzacié de la cromatina o la maduraci6 de mRNA (Boulanger
et al., 2021). També es possible que fos una poliubiquitinitzacié pero els
anticossos anti-ubiqiitina van donar resultats negatius, pel que es va

descartar (Yance-Chavez, 2015).

wt
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Figura 20. Analisi de I'expressio de proteina Ckk2 en resposta a deprivacio de
nitrogen a diferents intervals de temps. S’observa una doble banda: la banda inferior
pertany a la proteina Ckk2 i la superior seria la banda que postulem que podria ser Ckk2
modificada post-traduccionalment amb la proteina SUMO. Figura extreta de Yance-Chavez,
2015.

Com la mida molecular (segons Pombase) de Pmt3 és d'uns 13 kDa, es va

pensar que podria tractar-se d’una doble sumoilacié de Ckk2. Un fet que
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ens va dirigir cap a aquesta teoria va ser I'analisi de la proteina Ckk2 en
una soca que no presenta la proteina SUMO (Apmt3). La proteina Ckk2 es
continuava observant en aquesta soca pero la preséncia de la banda
modificada d’alt pes molecular es veia molt reduida en les condicions de

deprivacié de nitrogen (Figura 21).

wt Apmt3
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Figura 21. Disminucio de la intensitat de la banda Ckk2 d’alt pes molecular en una
soca sense SUMO (Apmt3). S'observa una doble banda: la banda inferior pertany a la
proteina Ckk2 i la superior seria la banda que postulem que podria ser Ckk2 modificada post-
traduccionalment amb la proteina SUMO. Figura extreta de Yance-Chavez, 2015.

La recerca de llocs putatius d'unié de la proteina SUMO en la proteina Ckk2
amb diversos programes bioinformatics va establir a la lisina de la posicid
K202 (Figura 22), com un residu amb la major probabilitat de ser sumoilat,
a més d'identificar residus com K72 i K251, que tenien una probabilitat

una mica menor. Si la proteina Ckk2 es sumoilada, encara es desconeix

quin seria el significat d’aquesta modificacié per la funcié o regulacioé de la
proteina Ckk2.

. PS Type psd |DB Hit] Type | PSi |DB Hit
K43 EGPLLKQYRLEKNMLGYGACST |Nonej|None None| 1 None None| 1
K69 DVSTNIEYAIKEFKKTSLRRR |Nonel|None None None None z_
|k72 TNIEYATKEERRTSLRRREKT | Low [INone None| 3 |INone Low| 1
K73 NIEYAIKEFKKTSLRRREKFR [None||None None None None| 3
K202 |HGXGVIHRDIKEDNILFKENN| Low Low Low| 10
|[k251  |MAPELFDNELKKIKGKELDIW|Low [[None None| 1 [Inone Low| 3
[k292  |ILDMINVIKGRSIMIPAYCNS|NonellNone None| 1 |INone None| 1
|[k306  |IPAYCNSDLRKLLERCLEXNE|Nonel/None None| 3 [[None None

Figura 22. Motius de sumoilacié obtinguts de I'analisi de la proteina Ckk2. L'analisi
es va realitzar amb el programa JASSA (Beauclair et al., 2015). La figura s’ha extret de
Yance-Chavez, 2015).
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D’altra banda, també s’ha vist que les cél-lules Ackk2 sén sensibles a
drogues que alteren el citoesquelet d’'actina com la Latrunculina B i
resistents a calcofluor (Yance-Chavez, 2015). Aquests resultats
preliminars podrien indicar un paper de la Ckk2 associat al citoesquelet i/o

a la morfologia cel-lular.

Per identificar els substrats implicats en les noves funcions indicades per
Ckk2 es va realitzar un assaig de fosfoprotedmica que consistia en
I'enriquiment de la fraccié fosforilada de cultius wt y Ackk2, exposats a
diferents situacions d’estrés. L’analisi d’aquesta fracci®é ha permes la
identificacio de peéptids fosforilats en soques wt que no ho estaven en les
cel-lules Ackk2, com possibles substrats de la proteina Ckk2. En aquest
assaig, s’'ha identificat diferents proteines com Cgsl, Gad8 o Int6 (Yance-
Chavez, 2015). L'estudi per validar els possibles substrats identificats sera

part d’aquesta tesi.
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Objectius

Per tal d’'estudiar les noves funcions de Ckk2 i els mecanismes que les

regulen s’han plantejat els seglients objectius:

1.

Estudiar la funcid i regulacié de Ckk2 en resposta a estres

nutricional.

a. Identificar funcions de Ckk2 en resposta a estrés
nutricional.

b. Estudiar la via Ckk2-Cmk1 en resposta a diferents tipus
d’estres.

c. Comprovar la sumoilacié de ckk2 en resposta a estrées
nutricional.

d. Analitzar I'expressié de ckk2.

e. Observar les interaccions geniques entre Ckk2 i la via de
senyalitzaciéo TORC.

Analitzar els substrats de Ckk2.

a. Cgsl/Pkal.

b. Int6.

c. Gads.

Identificar nous substrats de Ckk2.

Estudiar la relacié entre Ckk2 i el citoesquelet d’actina.
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Material i metodes

1. Material i metodes de S. pombe.

1.1. Soques utilitzades

Referéncia ‘ Genotip ‘ Origen

RA2227 h Lab stock
RA3380 h* cmk1-HA:kan Lab stock
RA4240 h? cmk1-HA:kan ckk2::ura4 ura4-D18 Aquest treball
RA3658 h- ckk2::hph Aquest treball
RA3375 h* cmk1::hph Lab stock
RA27¢? h? przi1::kan Lab stock
RA4577 h’ ckk2::hph prz1::kan Aquest treball
RA3354 h? ckk2-HA:hph Lab stock
RA3350 h* ckk2-HA:hph gafl::kan Lab stock
RA3527 h- ckk2-HA:kan Lab stock
RA3532 h- ckk2-K202R-HA:kan Aquest treball
RA3642 h- ckk2-TP-HA:kan (K72R, K202R, K251R) Aquest treball
RA4436 h? ckk2-HA:kan tor2-51:ura4+ ura4-D18 Aquest treball
RA1876 h* tor2-51:ura4+ ura4-D18 Lab stock
RA1879 h™ torl::ura4+ Lab stock
RA3876 h’ torl::ura4+ ckk2::hph Aquest treball
RA3878 h? tor2-51:ura4+ ckk2::hph ura4-D18 Aquest treball
RAEE?? h? tor2-51:ura4+ sspl::hph ura4-D18 Aquest treball
RA3652 h- ssp1::hph Aquest treball
RA3656 h’ sspl::hph ckk2::kan Aquest treball
RA3664 h™ ssp1-HA:kan Aquest treball
RA3822 h? ssp1-HA:kan ckk2::hph Aquest treball
RA3849 h’ sspl::hph ckk2-HA:kan Aquest treball
RA3646 h-cgsl1::hph Aquest treball
RA3659 h- pkal::kan E. Hidalgo
RA3677 h? cgs1::hph ckk2::kan Aquest treball
RA3713 h’ pkal::kan ckk2::hph leu- Aquest treball
RA3636 h™cgs1-HA:kan Aquest treball
RA3707 h’ cgs1-HA:kan ckk2::hph Aquest treball
RA3701 h- pkal-HA:kan Aquest treball
RA3720 h? pkal-HA:kan ckk2::hph Aquest treball
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Referéncia ‘ Genotip Origen

RA3647 h-int6: :hph
RA3649 h-int6::hph ckk2::kan Aquest treball
RA3218 h* ckk2::kan Lab stock
RA3834 h-int6::hph cmkl1::kan Aquest treball
RA3026 h- atf1-HA:hph ura- Lab stock
RA4244 h? atf1-HA:hph ckk2::ura Aquest treball
RA4041 h? atf1-HA:hph int6::kan Aquest treball
RA1752 h atfi::kan Lab stock
RA4008 h? atf1::kan ckk2::hph Aquest treball
RA4012 h? atfl::kan int6::hph Aquest treball
RA4365 h™ gad8::ura4+ YRGC
RA4375 h? gad8::ura4+ ckk2::hph Aquest treball
RA0743 hoo Lab stock
RA3662 h®0 ckk2::hph Aquest treball
RA3559 h®® gad8-S546A-kan J. Petersen
RA4479 h®® gad8-S546A-kan ckk2::hph Aquest treball
RA4423 h? act1-Lifeact-mCherry Aquest treball
RA4425 h? act1-Lifeact-mCherry ckk2::hph Aquest treball

1.2. Medis i condicions de cultiu.

Les cél-lules de S. pombe van ser sembrades en medi liquid o solid de
diferents composicions. Segons la necessitat de l'experiment, van ser
crescudes a les temperatures de 25°C, 32°C o 37°C. Els cultius van ser
recollits durant la fase exponencial de creixement (de entre 0,5-0,8 OD a
595 nm).

La composicidé dels medis utilitzats és la seglient:

Yeast Extract with Supplements (YES): és el medi ric en el que es

donen les condicions més optimes pel creixement de S. pombe.

Reactius Concentracio
Extracte de llevat 0,5%
Glucosa 3%
Aminoacids* 225 mg/L
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*Aminoacids: Adenina, Histidina, Leucina, Lisina i Uracil.

Edinburgh Minimal Medium (EMM) és el medi que conté els nutrients
minims perqué S. pombe pugui créixer. Durant aquesta tesis se’l referira

com a medi minim.

Reactius Concentraci6 ‘
Hidrogenftalat de Potassi (CsHsKO,4) 3g/L
Clorur d’amoni (NH4CI) 5g/L
Fosfat de sodi dibasic (Na;HPO,) 2,2 g/L
Glucosa 2%
Aminoacids* (Només Lisina, la resta opcionals) 225 mg/L
Sals** 20 mL/L
Vitamines* ** 1 mL/L
Minerals**** 0,1 mL/L

Opcionalment, els medis minims es poden suplementar amb altres
aminoacids. En aquestes ocasions, el nom del medi canvia. Per exemple,
un medi minim suplementat amb uracil, histidina i leucina, s'anomenara
UHA. Aguests medis minims ajuden a la seleccié de soques que presenten
auxotrofies, és a dir, soques que presenten alteracions en vies que

produeixen aquests mateixos aminoacids.

En els experiments de deprivacio se li van treure determinats components
al medi EMM.

EMM-N: Medi minim sense nitrogen = Se li ha tret el clorur d’amoni.

EMM-G: Medi minim sense glucosa = S’ha reduit la concentracié de

glucosa a 0,1% i s’ha afegit glicerol a una concentracié del 3%.

** Sals:
Clorur de magnesi hexahidratat (MgCl,:6H>0) 52,5 g/L

Clorur de calci hidratat (CaCl>-H>0) 0,735 g/L
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Clorur de potassi (KCI) 50 g/L
Sulfat de sodi (NaxS04) 2g/L
***\itamines
Reactius Concentracio
Acid pantoténic (CoH17NOs) 1g/L
Acid nicotinic (C¢HsNO>) 10 g/L
Mio-inositol (CesH1206) 10 g/L
Biotina (C10H16N203S) 10 mg/L

****Minerals

Reactius Concentracio
Acid boric (H3BO3) 5¢g/L
Sulfat de manganés (MnSO0,) 4g/L
Sulfat de zinc heptahidratat (ZnS04-7H>0) 4 g/L
Clorur de ferro hexahidratat (FeCl>-6H20) 2g/L
Acid molibdic (M00Os-H,0) 0,4 g/L
Iodur de potassi (KI) 1g/L
Sulfat de coure pentahidratat (CuS0,4:5H,0) 0,4 g/L
Acid citric (CeHs07) 10 g/L

SSA: El medi utilitzat per causar l'esporulacié i fer els creuaments de

soques.
Reactiu Concentraci6 ‘ WW
Dextrosa 10 g/L (NH4)2S04 2g/L
Acid aspartic 0,5 g/L NaOH 1N 4,2 mL/L
KH>PO4 2g/L *Aminoacids 225 mg/L
NaxHPO,4 0,2 g/L ***Vitamines 1 mL/L
MgSO04-7H>0 0,5g/L **x**Minerals 0,1 mL/L
CaCl>-2H>0 0,1g/L

76




MATERIAL I METODES

Per les plagues de medi solid, es va afegir agar (15 g/L) als medis. En
experiments d’exposicié a estrés o drogues en medi solid, s’han afegit els

reactius després d’autoclavar.

Per la seleccié de resisténcies antibiotiques es van utilitzar els antibiotics

segients:

e (G418 Sulfate (Calbiochem) a una concentracié de 100 ug/mL per
seleccionar soques que tinguin o que hagin incorporat fragments
que continguin el gen que confereix resisténcia a kanamicina.

e Hygromycin B Gold (Invivogen) a una concentracié de 100 ug/mL
per seleccionar soques que tinguin o que hagin incorporat
fragments que continguin el gen que confereix resisténcia a

higromicina.

1.3. Transformacio.

La transformacio és la técnica que permet la introduccié d’'un DNA exogen
(format fora de la cél-lula receptora) en una cél-lula de llevat. Aquest DNA
posteriorment es pot integrar en el genoma o mantenir-se de forma

episomal com passa en el cas dels plasmidis.

A S. pombe, el metode que he utilitzat es la electroporacid. Aquesta
técnica consisteix en l'aplicaci6 d'un camp eléctric que causa una
despolaritzacié de la membrana que augmenta la seva permeabilitat,
permetent I'entrada del DNA que es troba en suspensid amb aquestes

cel-lules.
El protocol seguit es el seglient:

1. Preparar un cultiu de 50 mL en fase exponencial de la soca a
transformar, centrifugar 5 minuts a 3000 rpm i descartar el
sobrenadant.

2. Rentar les cél-lules amb aigua i centrifugar 5 minutos a 3000 rpm i

descartar el sobrenadant.
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3. Rentar les cel-lules amb 1 mL de sorbitol 1M frio i centrifugar 2
minuts a 3000 rpm, descartar el sobrenadant i resuspendre en 1
mL de sorbitol.

4. Preparar aliquotes de 150 pL de cél-lules i afegir el DNA a insertar.
Transferir 'aliquota a una cubeta de 0.2 cm d’ample (Sigma-
Aldrich).

6. Aplicar un pols electric de 1.500V a la cubeta amb el Eppendorf
Eporator ® (Eppendorf).

7. Plaquejar el contingut de la cubeta:

a. Sies una integracié, en medi ric.

b. Si es un plasmidi, directament en el medi de seleccid.

1.4. Integracio de productes de PCR.

Les modificacions en el genoma de S. pombe como la delecié (eliminacid

del gen) o la adicié d’un epitop es poden fer per PCR.

Els oligonucleotids utilitzats en aquesta PCR han de tenir una mida d’uns
100 nucledtids, i contenir unes seqliéncies homologues al gen d’interés
gue es vol modificar i seqliéncies comunes a un conjunto de plasmidis, que
son utilitzats com a motlle. La gran varietat de plasmidis que presenten
aquestes seqlieéncies comunes permeten generar una gran varietat de
combinacions d’epitops i marcadors de seleccid, el que li dona molta
versatilitat. El producte de la PCR es transforma dins la soca de S. pombe
a la que li volem introduir aquesta modificacid i es sembra en una placa
de medi ric (YES). Al dia seglent, es fa una réplica en una placa de medi

ric amb antibiotic per seleccionar aquelles que hagin inclos el nostre insert.

A mesura que passin els dies, aniran creixen colonies resistents que seran
replaquejades en plaques de medi ric i replicades successivament en medis
rics i de seleccid per escollir aquelles soques que hagin inclos l'insert de
manera estable. Per assegurar lintegracidé, es genotipen les soques

mitjangant una Colony PCR.

78



MATERIAL I METODES

1.5. Creuament de soques i assaig de diferenciacio.

El creuament de soques consisteix en |'aparellament de soques h- amb ht.
Durant lI'aparellament, es produeix la recombinacié homologa generant
diferents combinacions de mutacions: es poden canviar les auxotrofies o
es poden generar mutants amb delecions de dos gens (coneguts com

dobles mutants) o més.

Pels creuaments, es barreja una quantitat similar de les dues soques en
un placa de SSA i s‘incuben a 25°C de 2 a 3 dies. Si I'aparellament ha
funcionat, es formen asques de 4 espores en el seu interior (ascoespores).
A continuacio, les céel-lules es resuspenen en 1 mL d’aigua i es tracten amb
5 pL de glusulasa (NEE154001EA, Perkin Elmer), durant la nit a
temperatura ambient i en rotacié. L'’endema, es sembren les espores en
medi ric perqué germinin. Un cop han crescut les colonies, es fan repliques
en els medis de seleccié per poder seleccionar els fenotips que ens

interessen.

Els assajos de diferenciacié s’han realitzat sembrant soques h®° en plaques
SSA. Després de dos dies de creixement a 25°C, s’ha realitzat el
comptatge de cél-lules fins a 300, considerant zigots, tetrades i cel-lules
sense aparellar, per calcular I'index d’aparellament utilitzant la segient
equacio:

(Zigots+Tetrades)*2

b3
[(Zigots+Tetrades)*2]+Cél-lules no aparellades 100

index d'aparellament=

1.6. Tractaments d’estrés i deprivacio.

El tractament d’estrés a cél-lules en cultiu ens permet observar 'efecte in
vivo que tenen els reactius sobre |'estabilitat, les modificacions i els nivells

de determinades proteines.

e Pels experiments d’exposicio a estrés, el reactiu o droga s’afegeix

al cultiu en creixement durant la fase exponencial.
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e Pels experiments de deprivacié nutricional, las cél-lules van ser
cultivades en medi minim (EMM). Per deprivar les cél-lules es van
centrifugar durant 5 minuts per eliminar el medi, i posteriorment
es van rentar 2 o més vegades amb aigua i una darrera amb el
propi medi de deprivacio, per després resuspendre-les en aquest

medi i incubar-les a 25°C durant el temps de I'experiment.

1.7. Sobre-expressio.

Els assajos de sobre-expressid causen un increment de I'expressié d'una
proteina per observar l'efecte causat sobre funcions cel-lulars o en altres

proteines de la cel-lula.

En aquest treball s’ha utilitzat el plasmidi pREP1-Ckk2. Aquest plasmidi
expressa el gen sota el control del promotor nmt (no message in
thiamine), que com indica el seu nom, permet la repressié de I'expressié
del gen quan es tracta el cultiu amb tiamina (vitamina B1). Les cel-lules
es cultiven en un medi que permet la seleccié de les cel-lules que contenen
el plasmidi a través d’'un marcador metabolic present en aquest. A
continuacio, s’elimina la tiamina del medi de cultiu per induir la sobre-
expressio de la proteina d’interés, que adquireix uns nivells adequats un

cop passades les 16 hores de |'eliminacié de la tiamina.

Aquests plasmidis també presenten variacions en el seu promotor que
causen diferéncies en els nivells d'induccié de la proteina: per exemple, la
induccié de la proteina en el nmtl es elevada, mentre que en el nmt81 la
induccié es molt menys potent i els nivells de proteina son molt més

baixos.

1.8. Assaig de sensibilitat

Els assajos de sensibilitat permeten inferir el paper de determinats
mutants en la resposta a certs estressos com el tractament amb reactius

o la deprivacié nutricional. S’ha identificat com a mutant sensible aquell
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gue presenta un menor creixement o viabilitat en resposta a un estrés en
comparacié amb la soca salvatge; i com a mutant resistent aquell que té

un major creixement o viabilitat respecte a la soca wt.

Per aquest assajos, les cel-lules es cultiven en cultius a una temperatura
de 25-32°C segons les necessitat de determinades soques. Un cop les
cel-lules arriben a una densitat optica (OD) entre 0,3 i 0,4, es plaqueja la
mateixa quantitat de cél-lules a la primera columna d’una placa de 96
pouets. A continuacié, en les 5 columnes seglients, s’aplica una dilucid
seriada 1:5 del cultiu, de manera que tenim a la primera columna sense
diluir, una segona columna amb una dilucié 1:5, una tercera amb una
dilucié 1:25... Una cop fetes les dilucions, es plaquegen les cél-lules amb
el Replica Plater (Sigma Aldrich) en plaques de medi solid que continguin

els reactius a diferents concentracions.

Els reactius o drogues utilitzats han sigut els segients:

Reactiu Concentracio

Latrunculina B 1-2 uM
Clorur de calci 100 mM
Rapamicina 200 ng/uL
Torinl 5mM
Bortezomib 50 uM

1.9. Assaig de supervivencia

L'assaig de supervivéncia consisteix en la mesura de la supervivéncia
d'una soca al llarg del temps en ser exposada a unes condicions
determinades. Es mesura a través del recompte de cél-lules provinents
d’un cultiu que ha crescut en les condicions que volem analitzar, en una
placa de medi ric. Es plaquegen sempre el mateix nombre de cél-lules. Les
ceél-lules que creixen en el dia 0, son establertes com el 100% de
superviveéncia, i les que creixen els dies seglients es comparen amb el punt

0 per establir la supervivéncia relativa.
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2. Material i metodes d’E. coli.

2.1. Medis i condicions de cultiu.

Les cél-lules d’E. coli es creixen en medi LB* a 37°C. En funcidé del
marcador de seleccio del plasmidi o de les cél-lules utilitzades, el medi pot
estar complementat amb antibiotics com I'ampicil-lina (50 mg/L) o el
cloramfenicol (20 mg/L). En el cas de les cél-lules DH5a, s’utilitzava només
ampicil-lina; i en el cas de les cel-lules BL21 Rosetta, s’utilitzava

ampicil-lina i cloramfenicol a la vegada.

Per les plaques de medi solid, s’afegeix agar (15 g/L) als medis, que també

poden ser suplementats amb ampicil-lina i/o cloramfenicol.

*La composicio del medi LB és la segient:

Reactiu Concentracio

Triptona 10 g/L
Extracte de llevat 5¢g/L
NacCl 10 g/L

2.2. Transformacio.

Per la transformacié de ceél-lules d’E. coli, de les soques DH5a o BL21
Rosetta s’ha utilitzat el métode del xoc térmic. Per a ser transformades,
cal que siguin competents. Per assolir la competéncia, es segueixen els

segients passos:

Deixar créixer les cel-lules fins a assolir la fase exponencial.

2. Centrifugar les cél-lules durant 5 minuts a 5.000 rpm i 4°C, i
resuspendre-les en 50 mL de MgCl> 100 mM fred.
Incubar 30 minuts en gel.

4. Centrifugar les cél-lules durant 5 minuts a 5000 rpm a 4°C i
resuspendre-les en 10 mL de CaCl> 100 mM fred.

5. Incubar 30-90 minuts en gel.
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6. Centrifugar les ceél-lules durant 5 minuts a 5000 rpm a 4°C i
resuspendre-les en 20 mL d‘una soluci6 100 mM CaCl> i 15%
glicerol.

7. Fer aliquotes de 300 pL i guardar-les a —-80°C.

Un cop s’han obtingut les cél-lules competents, es pot iniciar el protocol de

transformacio.

1. Incubar el DNA plasmidic amb 50 pL de cél-lules DH5a o BL21
Rosetta en gel durant 30 minuts.

2. Aplicar un xoc térmic de 42°C durant 30-45 segons.
Incubar en gel durant 2 minuts.

4. Afegir 1 mL de LB per comencar la recuperacio de les cél-lules i
incubar durant 1 hora a 37°C.

5. Concentrar las cél-lules en un volum més petit i plaquejar-les en el
medi de seleccio apropiat.

6. Comparar al dia seglient amb un control negatiu (sense DNA) el

creixement de colonies en la placa de seleccio.

3. Tecniques de manipulaciéo de DNA

3.1. Aillament del DNA plasmidic

Un cop transformades i seleccionades les colonies que han estat
transformades amb un plasmidi, es pot obtenir el DNA plasmidic
d’aquestes colonies. Per fer-ho, cal fer créixer les cél-lules overnight en un
volum petit d’entre 3-5 mL. A I'endema, es fa I’extraccié del DNA plasmidic
mitjancant el kit Nucleospin® Plasmid Quickpure (Macherey-Nagel),

seguint les instruccions del fabricant.

3.2. PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction) es una técnica de biologia molecular

que permet I'amplificacié d’un fragment especific de DNA. L’especificitat
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de la técnica depén de I'Us de sequéncies de DNA petites anomenades
oligonucleodtids (o primers) que permeten delimitar la regié que sera

amplificada per la Taq polimerasa.

En aquest treball s’ha utilitzat la PCR en diferents estudis per:
e Generar fragments de DNA que s’han d’inserir en el genoma de S.
pombe.
¢ Amplificar fragments per ser clonats en plasmidis.
e Introduir dianes de restriccié en I'extrem d’una sequéncia.
¢ Introduir mutacions en la seqliéncia d'un gen.
¢ Genotipar soques.

e Comprovacio de clonatge.

Normalment, el DNA motlle utilitzat es troba en suspensié en medi liquid i
es pot realitzar la PCR utilitzant el kit iTaq™ DNA Polymerase, seguint el
protocol aportat pel fabricant. No obstant, hi ha casos on el DNA motlle

provenia d’una colonia d’una placa, el que es coneix com Colony PCR.

En I'extraccié de DNA d’una colonia, el DNA s’extreu de manera rapida.
Amb aquest objectiu, amb una punta de micropipeta es poden agafar les
cel-lules i es dilueixen en aigua. A continuacio, es posen a bullir les mostres
durant 10 minuts a 95°C, i s’afegeixen 2 uL a la barreja de la reaccié de
PCR. En aquest cas, també s’utilitza la iTaq, perd el protocol del

termociclador varia lleugerament:

940C 3 minuts
940C 1 minut
550C 1 minut
72°C 4 minuts
720C 10 minuts
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3.3. Clonatge

El clonatge es un procés a través del qual un fragment de DNA s’insereix
en un vector. El vector acostuma a ser un plasmidi que conté unes
caracteristiques que ajudaran a seleccionar la seva integracid, sigui un gen
gue confereix resisténcia a un antibiotic o un gen que participa en la

biosintesi d’algun aminoacid essencial.

El fragment clonat es pot obtenir mitjancant una PCR en la que s’han
introduit les seqlieéncies que son reconegudes pels enzims de restriccid o
per la digestido d'un vector que ja conté el fragment amb enzims de
restriccid. El vector al qual se li ha d’introduir el fragment de DNA també
s’ha de tractar amb els mateixos enzims de restriccié. Cal tenir en compte
que cada enzim funciona en unes condicions determinades pels fabricants.
Un cop digerit, els fragments sén purificats pel kit NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-Up (Macherey-Nagel).

Els fragments d'insert i vector digerits i purificats soén, posteriorment,
fusionats a través del procés de lligacié amb la T4 DNA ligasa durant tota
la nit a 169C. Posteriorment, el producte de lligacié és transformat en
cel-lules de E. coli. Per incrementar la eficiéncia de lligacié es recomana
I"is d’entre 3 i 6 vegades més molécules d'insert que de vector. L'éxit de
la lligacioé es pot comprovar amb una PCR o amb la digestidé del fragment

clonat.

3.4. Mutageénesi

La mutagénesi es el procés pel que es generen mutacions en la seqliéncia
de DNA. En aquest treball, hem utilitzat el kit QuikChange Lightning Site-
Directed Mutagenesis (Agilent Technologies) per introduir les mutacions
de ckk2 al plasmidi pGEX-ckk2.
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3.5. Electroforesi de DNA

L'electroforesi es una técnica que separa molécules de DNA a través de
I'aplicacié d'un camp eléctric. En aplicar el camp eléctric, les molécules es

mouen segons la seva mida: com més petites siguin, més rapid es mouran.

La separacid de les molecules es produeix en un gel fet d’agarosa. Aquest
gel es prepara dissolent agarosa solida en un tampdé TAE*. La quantitat
d’agarosa utilitzada defineix la resolucié del gel, ja que defineix la mida

dels porus a través dels quals passen les molécules.

A les mostres que s’han de coérrer en el gel se’ls hi afegeix un tampé de
carrega**, El tampo conté un reactiu que fa més dens el DNA que el tampé
TAE en el que s’aplica el camp eléctric i també conté un colorant que deixa
observar I'avanc de la mostra en el gel. Paral-lelament, es carrega també
un patré de moléecules de mides conegudes, que ens ajudara a determinar

la mida dels fragments de DNA que es trobin a les mostres.

A la solucié6 del gel d’agarosa s'afegeix GelRed® (Biogen), un agent
intercalant que s’introdueix entre les cadenes de DNA i permet la
visualitzacio de les mostres en exposar el gel a una radiacié ultraviolada.
Les imatges del gel s’han pres en el Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad). Quan
es volen escindir bandes del gel per ser digerides, es tallen amb un bisturi
sobre un transiluminador. Posteriorment, el bloc de gel escindit es purifica
utilitzant el kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up (Macherey-Nagel) per
obtenir el fragment de DNA desitjat.

*TAE = Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM.

**Tampd de carrega 6x = Orange G 0,25% Glicerol 30% en agua.

3.6. Purificacio de fragments de DNA

Els fragments de DNA i de digestid es purifiquen directament de la reaccio
o d'un gel d’agarosa després d’una electroforesi amb el kit NucleoSpin®
Gel and PCR Clean-Up (Macherey-Nagel).
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3.7. Plasmidis utilitzats

Plasmidi Origen
pFA6a-HA-kan Lab stock
pFA6a-Ckk2-HA-kan Lab stock

pFA6a-Ckk2-K202R-HA-kan
pFA6a-Ckk2-K72R,K202R,K251R-HA-kan
pFA6a-hph
PGEX-ckk2
pPGEX-ckk2-L152G

Aquest treball

Aquest treball

Lab stock

Lab stock

Aquest treball

3.8. Oligonucleotids utilitzats

Nom Seqiiéncia Origen

Ckk2-L152G fwd CACTAACAACAATTAGTCGGCAACTACTGTCCTGGTGGAAAG | Aquest treball
TTG

Ckk2-L152G rev CAACTTTCCACCAGGACAGTAGTTGCCGACTAATTGTTGTTA | Aquest treball
GTG

Ckk2-K72R fwd

GGCTATCAAAGAATTTAGAAAGACAAGTCTTAGGAGG

Aquest treball

Ckk2-K72R rev

CCTCCTAAGACTTGTCTTTCTAAATTCTTTGATAGCC

Aquest treball

Ckk2-K202R fwd

GGAGTTATTCACCGAGATATTAGACCGGATAATA GTTTA
AGG

Aquest treball

Ckk2-K202R rev

CCTTAAACAAAATATTATCCGGTCTAATATCTCGGTGAATAAC
TCC

Aquest treball

Ckk2-K251R fwd

GAACTCTTCGATAATGAGCTGAGAAAAATTAAGGGTAAACC

Aquest treball

Ckk2-K251R rev

GGTTTACCCTTAA CTCAGCTCATTATCGAAGAGTTC

Aquest treball

Int6 tag fwd

CAAAGTCATTAAG GAAAGTCAAAACTTGGAGCAATCTCT
TGCTAAAAGCATTTCGGAGTTAAAGCATGCTACTGTTCGGAT
CCCCGGGTTAATTAA

Aquest treball

Int6 del/tag rev

GATATTCAATGAGCACGTTTCTTTAAATAGGAAAGTACACAG
TCATCTTCTACAATAACGAGTTGTTTGAAAATACAAAAGAATT
CGAGCTCGTTTAAAC

Aquest treball

Int6 check tag fwd

GTAATAATCCTTCAGTTGCCGC

Aqguest treball

Int6 del fwd

GGGCTACTACTAGAG GGGTGAGTTGTGCTATCCTCCCC
ACACCACGCAC GCGTGAAACATATCAGATCGGAT
CCCCGGGTTAATTAA

Aqguest treball

Int6 check del fwd

GTACGAACATTGCTGACC

Aqguest treball
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Nom

Cgs1 tag fwd

Seqiiencia
ATCAACCTCGTGCCAGGATGGGAATGGATAATGAGTATGGT

GACCAATCTCTTCATAGGTCACCTCCATCAACTAAAGCACGG
ATCCCCGGGTTAATTAA

Origen
Aquest treball

Cgs1 del fwd

ACCGCGAGATTGTGATTCACTGAGAGTAAGAAACAAAAAACC
GCA GAAAGAAAGGCACGTAAACTTTAGGAGACCGGA
TCCCCGGGTTAATTAA

Aquest treball

Cgs1 del/tag rev

GAATAAGTAAATTATTCCAGGGATAATGGTAAACAATCACAT
GCATGCATGACCAATATGAAAAAGTTAGAAGGCAAACAGAAT
TCGAGCTCGTTTAAAC

Aquest treball

Cgs1 check tag fwd

GCCTTGACAAATATCAACGACA

Aquest treball

Cgs1 check del fwd

CATCTCAACCGTAACAAACGAA

Aquest treball

Pkal tag fwd

AATTTGACGCTTATGCTGATGTAGCTACGGATTATGGAACAT
CTGAAGATCCTGAATTTACTTCTATCTTTAAGGACTTTCGGAT
CCCCGGGTTAATTAA

Aquest treball

Pkal tag rev

ACTGAAGCCAATATTGGTGAATTGCAAAATCAGTGCTACAAA
CGTCACTTGCATTGCACTAAATCAAATAGGCATTCGTTGAATT
CGAGCTCGTTTAAAC

Aquest treball

Pkal check tag fwd

ATATCCTTGAAGGCAAGGTCAA

Aquest treball

ATTAAATGAAGAATGGAGAAAATTAAAGAGCAACAAAAGAAT
TCGAGCTCGTTTAAAC

Kan CO18 rev GTCACATCATGCCCCTGAGC Lab stock
Hph rev TATCCACGCCCTCCTACATC Lab stock
Actl RT fwd CGCCGAACGTGAAATTGTTCGTGA Lab stock
Actl RT rev TCAAGGGAGGAAGATTGAGCAGCA Lab stock
Fbp1 RT fwd GCCTGGTAAAGAAATGGTTGC Lab stock
Fbp1 RT rev TCGCCAATATCAGTGTCCAAG Lab stock
Ckk?2 del fwd TTAATTTTGCTTTATATTTGAATATCCATTCCATCGCTGTGCG Aquest treball
GTGAAGTCACTGCATTAACAAGAACCCAAAAATCACCCGGAT
CCCCGGGTTAATTAA
Ckk2 del rev CAAGCTTGAAAAATTAGATGTGTAAGTAATGAGGTTGAAGCT | Aquest treball

Ckk2 check del fwd

GCTACCAATAGCGCCATAACTT

Aquest treball

4.

4.1. Extraccio de proteines.

Teécniques de manipulacié de proteines

Les cél-lules es recullen després dels experiments, abocant el cultiu en una
rampa de buit (PALL Corporation). El liquid passa a través d’una

membrana d’ésters mixtos de cel-lulosa d’un diametre de 25 mm amb un
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porus de 0,45 ym. Sobre la superficie d'aquesta membrana es queden
adherides les cél-lules. La membrana es transfereix a un tub de rosca de

2 mL amb tap. Segons el proposit de la extraccio:

e Western Blot > Es renta la membrana amb 1 mL d’acid
tricloroacetic (TCA) (Sigma-Aldrich) 20%. El TCA s'utilitza per
proteines inestables i de baixes concentracions com Ckk2, ja que
inactiva proteases i fosfatases que la podrien degradar. Després es
centrifuga durant 1 minut a 4000 rpm i es descarta el sobrenedant.
El pellet es renta amb 1 mL de Trizma base (Sigma-Aldrich) per
neutralitzar I'acid i es centrifuga 1 minut a 4000 rpm i es descarta
el sobrenedant. El pellet es guarda a -80°C.

¢ Immunoprecipitacions - Es renta la membrana amb 1 mL de STOP
buffer*. Es centrifuga durant 1 minut a 4000 rpm i es descarta el
sobrenedant. El pellet es guarda a -80°C.

*STOP Buffer: 150 mM NaCl, 50 mM NaF, 10 mM EDTAy 1 mM NaNs.

Després de la obtencié del pellet de cel-lules es procedeix amb el lisat de

les mateixes.

Pel Western Blot, s’ha resuspes el pellet en 100 pL una solucié de buffer

de lisi** i s'ha recobert el liquid amb glass beads (Sigma-Aldrich).

Per a la immunoprecipitacio, s'ha resuspés el pellet en 200 pL d’una solucid
de buffer de lisis IP** | es recobreix el liquid amb glass beads (Sigma-
Aldrich)

**Buffer de lisis: Tris-HCl 67 mM pH 6,8 y 2% SDS que conté un cocktail
de inhibidors de proteases (Complete Mini EDTA-free, Roche).

***Buffer de lisis IP: 50 mM Tris (pH 8.0), 150 mM NacCl, 2,5 mM EDTA,
0,002 % NP-40, 50 mM NaF i un cocktail de inhibidors (Complete Mini
EDTA-free, Roche)

Després de re-suspendre les cél-lules en el seu buffer corresponent, es

col-loquen els tubs en la Mini-Beadbeater-16 (Biospec Products), per
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realitzar 4 polsos d’agitacié d’'un minut de duracié a 4°C. Aquests polsos
causen la ruptura mecanica de la paret i la membrana cel-lular i
I'alliberament del contingut de les cél-lules en el buffer de lisi. A partir
d’aguest moment, les cél-lules s’han de mantenir a 4°C per evitar
I'activacid de proteases que causin la seva degradacio. Després dels
polsos, es practica un forat a la part inferior del tub i es fa un spin curt per
obtenir I'extracte. A continuacid, I'extracte es centrifuga durant 2 minuts
a 49C i s’obté una fraccio soluble, on es troben la major part de proteines

i un pellet.

4.2. Quantificacio de proteines.

La quantificacié de proteines s’ha realitzat mitjancant la reaccié de Lowry,
un meétode colorimeétric, que es basa en la quantificacié del canvi de color
que es produeix després de la reaccid, i es mesura |‘absorbancia a una
longitud d’ona de 750 nm. El canvi de color que es produeix es proporcional
a la concentracié de proteines del lisat i es pot correlacionar a una recta
patré obtinguda a partir de concentracions conegudes de I'albimina sérica
bovina (BSA). La reaccié de Lowry es du a terme sota les especificacions
del fabricant del kit DC™ Protein Assay (Bio-Rad) i la mesura de
I'absorbancia es fa amb un lector de plaques mitjancant el software Gen5

(BioTek), que llavors ens permetra extrapolar la concentracié.

4.3. Electroforesis de proteines en condiciones

desnaturalizants.

L'electroforesi es pot utilitzar també per separar les proteines segons el
pes molecular. Les mostres circulen a través d’un gel format per una

matriu d’acrilamida/bis-acrilamida, que esta dividida en dues parts:

e La part superior empaquetadora (stacking), té una baixa

concentracidé d’acrilamida i permet I'apilament de les proteines de
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la mostra abans de passar al segon gel. La composicid del gel
empaquetador és la seglent:

o Acrilamida, persulfat d’amoni i TEMED.

o 0,75M Tris-HCl a pH 8,8 i un 0,2% de SDS.

e La partinferior és la resolutiva (resolving), que separa les proteines
segons la seva massa molecular, amb una resolucié determinada
pel percentatge d’acrilamida utilitzat. Una concentracié més alta fa
gue la mida dels porus sigui més petita, i donara més resolucié en
la separacié de proteines de menor pes molecular. La solucid
d’aquest gel esta formada per:

o Una quantitat d’acrilamida variable que determinara la
resolucid, persulfat d’amoni i TEMED.
o 0,25M Tris-HCl a pH 6,8 i un 0,2% de SDS.
Els reactius de persulfat d'amoni i TEMED que s’afegeixen als gels

serveixen per promoure la iniciacié de la polimeritzacio de I'acrilamida.

La desnaturalitzacié de les mostres s’‘obté amb |'addicié del tampd de
mostra*, que conté SDS, un agent quimic que confereix carrega negativa
a les proteines; i DTT, un agent reductor que trenca els ponts disulfur.
Quan les mostres sén sotmeses a un camp eléctric, es desplacen cap al
pol positiu a una velocitat inversament proporcional a la massa molecular:
les molécules més petites es desplacaran més rapidament. Préviament a

la carrega en el gel, es bulleixen les mostres a 95°C durant 5 minuts.

El camp eléctric s'aplica al gel submergit en un tampé electrolit** fins que
el front arribi al final del gel o fins que hi hagi prou resolucié en un rang
de proteines que interessi. Per determinar el pes molecular de les mostres,
s’afegeix un marcador de pes molecular, com: Unstained Low Range (Bio-
Rad) o el Precision Plus All Blue (Bio-Rad).

*Tampo de mostra 4x = 40 mM tampd fosfat
(Na2HPO4:2H20/NaH2P0O4:-H20); 40% glicerol; 10% SDS; 0,2% DTT;

0,05% blau de bromofenol.
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**Tampé electrolit: 192 mM Glicina; 25 mM Tris; 0,1% SDS.

4.4. Western Blot.

El Western Blot és la técnica que consisteix en la identificacié d'una
proteina determinada mitjangant I'Us d'un anticos especific contra aquesta
proteina o un epitop que s’ha afegit a aquesta proteina. La técnica esta

dividida en dues parts: I'electrotransferencia i la immunodeteccié.

4.4.1. Electrotransferencia.

Consisteix en la transferéncia de les proteines que estan en el gel de
poliacrilamida a una membrana de nitrocel-lulosa (Bio-Rad) en aplicar un
camp eléctric. El gel esta situat en el pol negatiu, i I'electricitat fara que
les proteines, que tenen carrega negativa, circulin cap al pol positiu, unint-
se a la membrana de nitrocel-lulosa. Al final, s’obté una membrana amb

les proteines situades a la seva superficie.

Per aplicar el camp eléctric, I'estructura necessita estar submergida en un
tampd de transferéncia* a 4°C, per evitar un sobrecalentament durant

I'aplicacié del camp eléctric.

*Tampo de transferéncia: 25 mM Tris-HCl; Glicina 150 mM; SDS 0,02%;

20% etanol.

4.4.2. Immunodeteccio.

La immunodeteccié és la deteccid de la proteina mitjancant I'is d’un
anticos. La deteccié de la proteina es fa de manera indirecta, doncs s’ha

d’utilitzar dos anticossos.

La membrana s’incuba amb una solucié de bloqueig durant 1 hora a
temperatura ambient per evitar la unid inespecifica d’anticossos a la
membrana. La solucié té una composicié de 5% de llet en pols o BSA
dissolt en TBS-T*
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*TBS-T: TBS**+40,1% Tween-20 (Sigma-Aldrich).
**TBS: 20 mM Tris-HCI; 150 mM NacCl; pH 7,5.

Després de bloqueig, la membrana s’incuba amb I'anticos primari, en les
condicions que determini el fabricant. Aquest anticos s’encarrega de
reconeixer especificament els epitops de la proteina i segons el seu origen

sera monoclonal o policlonal.

Quan s’acaba la incubacio, es renta la membrana per eliminar les restes
de I'anticos. Es fan 3 rentats de 5 minuts a temperatura ambient amb TBS-
T. Posteriorment, la membrana s’incuba amb una solucié de bloqueig que
conté l'anticos secundari. La funcié de l'anticos secundari és reconeixer
I’'anticos primari en una regioé constant per tots els anticossos produits per
la mateixa espécie. S'ha d’aplicar un anticds secundari que reconeixi

I'epitop de I’'espécie en la que s’ha generat I'anticds primari.

Abans de revelar I'anticos, cal fer 2 rentats de 10 minuts amb TBS-T i un

de 10 minuts amb TBS per eliminar les unions inespecifiques de |'anticos.

L'anticos secundari porta conjugada una peroxidasa (HRP), que reacciona
amb els reactius de revelat del kit EZ-ECL (Biological Industries),
generant-se una senyal luminica que ens indica on es troben les proteines.
Aquesta senyal pot ser detectada per plaques de fotografia (AGFA) o
mitjancant el ChemiDoc (Bio-Rad).

4.5. Tincié amb blau de Coomasie.

Per visualitzar les proteines directament en el gel de poliacrilamida, es pot
tenyir el gel amb blau de Coomasie. Immediatament després de cérrer el
gel, s‘incuba amb una solucié de Coomasie* durant 15 minuts a
temperatura ambient. El pigment de blau de Coomasie formara complexos
estables amb les proteines de manera proporcional a la seva preséncia en

la mostra. Posteriorment a la tincid, s’'incuba el gel amb una solucio
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destenyidora** per eliminar I'excés de colorant de les regions on no hi ha

proteina.
*Solucio de Coomasie: 2,5 mg de blau de Coomasie; 45% metanol; 10%
acid acetic.

**Solucié destenyidora: 50% metanol; 10% acid acétic.

4.6. Immunoprecipitacio.

La immunoprecipitacié consisteix en l'aillament d’una proteina especifica
d’'un extracte proteic mitjancant I'Gs d'un anticos especific contra la
proteina d’interés. En el meu cas, he utilitzat I’'anticds contra |'epitop HA

conjugat a beads d’agarosa Pierce Anti-HA Agarose (Thermo Fisher).

4.7. Anticossos.

Anticos Casa Comercial Secundari

Anti-HA Roche Mouse
Anti-PSTAIR Cell signaling Rabbit
Anti-GST Mouse
Anti-tiofosfat ester Abcam Rabbit

5. Creaci6o d'una proteina Ckk2 analog-

sensitive.

5.1. Quinases analog-sensitive (as).

Les quinases tenen un domini en forma de butxaca que els hi permet unir
ATP. La mida d’aquestes butxaques depén d’un residu que forma part
d’aquesta estructura anomenat gate-keeper. La modificacié d’aquest
residu, doncs, pot alterar l'afinitat de la quinasa per reconeixer ATP,
donant-li una major afinitat per inhibidors competitius d’ATP o per formes

modificades d’ATP en el seu lloc. La identificacid d’aquest residu gate-
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keeper en quinases s’ha fet mitjangant I'alineament de la proteina d’interés
amb la proteina c-Src de Homo sapiens, de la qual es va identificar el
residu gate-keeper (Lopez et al., 2014). El residu gate-keeper sera el que
estigui alineat amb la treonina 341 de s-Src. Aquest residu es pot modificar

per alterar I'afinitat de la proteina de dues maneres diferents:

e La més recomanada es la modificacié a glicina (conegut com I'al-lel
asl), que genera la major diferéncia en la mida de la butxaca del
bucle d’ATP, perd0 a vegades és possible que aquesta mutacio
elimini per complet I'activitat quinasa de la proteina mutada.

e Alternativament, existeix la mutacié a alanina (I'al-lel as2), en la
que s’ha observat el manteniment de l'activitat quinasa (Lopez et
al., 2014).

La nova quinasa analog sensitive, gracies a la mutacié al residu gate-
keeper presenta una major afinitat per inhibidors competitius d’ATP in vivo
com 3MB-PP1 a S. pombe (Cipak et al., 2011). També existeixen
molécules d’ATP modificades com I'’ATPyS (Abcam), que poden unir-se a
la butxaca d’unié de I'ATP i es poden utilitzar per avaluar 'activitat quinasa
(Allen et al., 2007). Aquest tipus de molécules no poden travessar la paret
cel-lular, pero si que poden ser utilitzats in vitro amb la quinasa analog

sensitive per realitzar un assaig quinasa.

Com a resultat de lI'assaig, I’ATPyS s’utilitza per tiofosforilar el substrat. A
continuacio, es fa una reaccidé d‘alquilacié amb I'addicié de p-Nitrobenzyl
mesylate (PNBM, Abcam) (Figura M1). Com a conseqiiéncia de l'alquilacié
es genera un grup tiofosfat ester en la molécula substrat que pot ser
reconegut amb |'anticos tiophosphate ester (Abcam), de manera que es

poden detectar les fosforilacions in vitro amb un Western Blot.
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Figura M1. Funcionament de I'assaig quinasa. En color rosa, s’observa la quinasa analog
sensitive, que pot tiofosforilar els seus substrats amb ATPyS. En un segon pas, el tractament
amb PNBM permet la fosforilacio de tiofosfats ester que poden ser reconegudes per les IgG
de I'anticos. D’'aquesta manera, només es detecten els substrats que sén fosforilats per la
quinasa as. Figura extreta d’Allen et al., 2007.

5.2. Expressio i purificacio de proteines in vitro.

Per expressar les proteines existeixen diferents vectors i soques de E. coli.
En aquest treball, s’ha utilitzat la soca BL21 Rosetta (Novagen), que esta
dissenyada per potenciar I'expressio de proteines de codons que s’utilitzen
poc a E. coli per les diferéencies en el codi genétic i el vector pGEX-KG, que
té un promotor que pot ser induit amb isopropy! B-D-1-thiogalactoside
(IPTG), un analeg de la lactosa. El mecanisme pel qual s'indueix en afegir
IPTG consisteix en que el promotor es troba silenciat pel gen lacl, inclos
en el propi insert, fins que s’afegeix IPTG al medi. Una altra caracteristica
del vector es que permet clonar la proteina fusionada a la glutatio-S-
transferasa (GST).

Per optimitzar les condicions necessaries per amplificar el rendiment de
I'extraccié i purificaci6 de la proteina es realitzen unes proves per
determinar la concentraci6 d’IPTG i la temperatura d’induccié més
optimes. Un cop definides les condicions, es comenca l'expressio i

purificacié de la proteina:

Dia 1:

1. Créixer un cultiu de gran volum de BL21 Rosetta transformat

amb el vector d’expressio, a fase exponencial.
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Afegir la concentracié optima de IPTG al cultiu i incubar-lo a la
temperatura Optima, condicions definides per les proves
d’induccié anteriors.

Centrifugar durant 10 minuts a 6.000 rpm i a 4°C i guardar el

precipitat de cél-lules a -80°C.

Descongelar el pellet en gel i resuspendre en un volum de 10
mL de NET-N[! fred

Transferir la suspensié a un tub de 50 mL i sonicar-la durant 10
segons 4 vegades. El sonicat es fa en gel i la mostra es deixa
reposar en gel entre els sonicats per evitar un augment de la
temperatura massa pronunciat.

Centrifugar el producte del sonicat durant 15 minuts a 13.000
rpm a 4°C.

Separar la fraccio liquida del sonicat de la solida.

Equilibrar la resina que conté les beads de glutatié-sefarosa (GE
Healthcare) amb rentats de PBS[4l fred una vegada, i dues
vegades amb NET-N

Incubar la fraccié liguida amb la resina de glutatio-sefarosa
durant al menys 16 hores. En aquesta incubacid, les proteines

de fusié amb GST quedaran unides a la resina.

[1] NET-N: NET [2I; Igepal 0,5%; inhibidors de proteases [31,

[2] NET: 20 mM Tris-HCI; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA; pH 8.

[3] Inhibidors de proteases: 10 mg/mL aprotinina; 5 mg/mL leupeptina;
1 mM PMSF.

[4] PBS: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM NaHPO; 2 mM KH2PO; pH 7,4.

Dia 3:

10.

11.

Rentar la resina amb NET-N fred tres vegades i NET fred dues
vegades per eliminar les unions inespecifiques amb la resina.
Incubar la resina amb 1 mL de tamp6 d’elucié 151 i 30 mM de

Glutatié/DTT durant 1 hora a 4°C en rotacié. Aquest tampd
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trencara la majoria de les unions de la proteina de la fusido amb
la resina.

12. Centrifugar durant 5 minuts a 3.000 rpm a 4°C per obtenir dos
fraccions. A la fraccio liquida se I'anomenara eluit 1, i contindra

la major part de la proteina de fusid, i es pot guardar a -80°C.

13. La fraccio solida, la resina, es incubada amb 1 mL de tampo d’
elucid 2% i 30 mM de Glutatiéon/DTT durant 1 hora a 4°C en
rotacio.

14. Centrifugar durant 5 minuts a 3.000 rpm a 4°C per obtenir dues
fraccions. La fraccio liquida es guardara com eluit 2 a -80°C.
15. Fer una incubacié final de la resina amb 1 mL de tampé d’elucié
2 i 40 mM de Glutatié/DTT durant tota la nit a 4°C en rotacid.
[5] Tampé de elucié 1: 50 mM Tris-HCI; 250 mM NaCl; pH 8,5
[6] Tampd de elucié 2: 50 mM Tris-HCl; 120 mM NacCl; pH 9,6

Dia 4:

16. Centrifugar durant 5 minuts a 3.000 rpm a 4°C per obtenir amb
dues fraccions. La fraccié liquida es guardara com eluit 3 a -
80°C.

A mesura que avanca el protocol s’agafin petites aliquotes per comprovar
I'eficiéncia de la purificacié. Aquestes aliquotes es corren en un gel de
poliacrilamida i es tenyeixen amb Coomasie per veure la purificacié de la

proteina.

5.3. Assaig quinasa in vitro.

En un assaig quinasa, es transfereix un grup fosfat d’'un ATP a un substrat
per part d'una proteina quinasa. Aquests assajos s’utilitzen per determinar

si una quinasa fosforila a un substrat.

En aquest treball s’ha utilitzat la Ckk2-as, la forma analog sensitive de
Ckk2, i I'ATPyS com a donador del grup tiofosfat. S’ha utilitzat 1 ug de

Ckk2-as i 1 pg de substrat; 0,5 pug de calmodulina; tampd quinasa* 1x i
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100 ng ATPyS. Com treballem amb quinases dependents del complex
Ca?*/CaM, s’ha afegit 5 mM CaCl. com a font de calci, i s’ha afegit 30 mM
d’EGTA per fer un control negatiu. L'assaig quinasa es fa a una

temperatura de 37°C durant 30 minuts.

Després de |'assaig, s’afegeixen 2,5 mM de PNBM a cada assaig quinasa, i
es deixa fer la reaccié d'alquilacié durant 2 hores. S’afegeix tampd de
mostra per aturar la reaccid i carregar-la a un gel de poliacrilamida per fer
un Western Blot. La incubacié amb I’anticos tiofosfat ester (Abcam) permet

reconeixer aquelles proteines que han sigut fosforilades per la Ckk2-as.

6. Tecniques de manipulacio de RNA

6.1. Extraccio de RNA.

El procés d’extraccid6 de RNA s’ha d’efectuar amb molta precaucié, doncs
es molt sensible a la contaminacié i a la degradacié del RNA per les
exonucleases RNAses. Per aquest motiu, s’ha de garantitzar l'esterilitat
amb guants nets i puntes de filtre, i la manipulaciéo sempre s’ha de fer a

baixes temperatures.

Abans d‘aillar el RNA, es lisen les cél-lules de manera mecanica amb les
glass beads utilitzant el Beadbeater-16. La fraccié liquida del lisat es
sotmet al kit High Pure RNA Isolation (Roche) seguint les instruccions del
fabricant. La concentracio i qualitat del RNA obtingut es quantifica amb el
Nanodrop 1000 (Thermo Fisher).

6.2. Retrotranscripcio.

Amb la retrotranscripcié es genera DNA complementari (cDNA) a partir de
RNA, gracies a I'Us de la transcriptasa reversa o retrotranscriptasa (RT).
El RNA aillat es va retrotranscriure utilitzant el kit High Capacity cDNA

Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems).
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6.3. Real-Time PCR (PCR quantitativa, qPCR).

La PCR quantitativa permet analitzar com es transcriuen el gens amb
I'objectiu de comparar l'expressid génica a temps real en diferents

situacions.

Es una variacié de la PCR convencional en la que a mesura que es produeix
I'amplificacido del DNA, s’uneix un fluorofor de manera proporcional a la
quantitat de DNA que hi ha present a la mostra. D’aquesta manera, al final
de cada cicle de la PCR, es quantifica |I'absorbancia d'aquest fluorofor, es
pot tracar una corba d’amplificacié i es pot extrapolar a la quantitat de
DNA que es troba present. Aquesta quantitat de DNA perd, es una
quantitat absoluta, i s’ha de relativitzar amb un gen control que mantingui
la seva expressio constant en les diferents condicions. Aquest control de
carrega permet saber si les diferéncies que es puguin observar en

I'expressié es poden deure a variacions en la carrega de la PCR.

La PCR s’ha dut a terme al termociclador Mx3000p gPCR (Stratagene) amb
el kit Express SYBR® Green ERTM gPCR Supermix Universal (Invitrogen).

La reaccio s’ha fet en les seglients condicions:

950C 10 minuts

950C 30 segons

600°C 30 segons

720C 1 minut

S’ha utilitzat els oligonucleotids indicats en la seccié 3.8 amb les lletres RT
per realitzar la Real-Time, utilitzant el gen Actl com gen normalitzador de

I'expressio.
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7. Microscopi.

7.1. Presa d'imatges.

Les cel-lules han estat observades amb el microscopi HAL100 (Zeiss) amb
roda de filtres de fluorescencia, i les imatges han estat preses amb el

programa Slidescope.

7.2. Analisi d'imatges.

Les imatges han sigut processades amb Photoshop (Adobe) o Image] per

crear les figures o comptar els nuclis.

8. Analisi de dades.

S’ha utilitzat Excel (Microsoft) i Graphpad (Prism) per analitzar dades,

generar grafiques i realitzar tests estadistics.
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Resultats

1. Funcid i regulacio de la Ckk2 en resposta a

estres nutricional.

1.1. Analisi de la funcioé de Ckk2 en resposta a estres
nutricional.
1.1.1. Analisi de la supervivéencia en estres nutricional.

L'augment dels nivells de Ckk2 observat en estudis anteriors del nostre
grup condicions de deprivacio nutricional ens va portar a preguntar-nos si
aquest augment es produia perqué Ckk2 fos necessari per sobreviure en
aquestes situacions o perqué fos necessari per entrar en quiescéncia en el

cas de la deprivacié de nitrogen.

Es va analitzar la viabilitat de cultius Ackk2 deixant-los créixer durant
varies setmanes en un medi sense nitrogen i es comparava amb la
viabilitat d’'una soca salvatge. Es va seleccionar unes 4 setmanes perqué
Iincrement de proteina Ckk2 es donava ja en el primer dia i vam creure
gue podriem observar, si existia un fenotip, ja en la primera setmana. La
recuperacio es va fer en forma d’assaig de viabilitat d’aquestes soques en
medi ric. Cap a les quatre setmanes, les soques han mantingut el mateix
ritme de creixement i presenten una reduccid de la viabilitat (Figura R1),
perd no s’han observat diferéncies entre elles. Per tant, Ckk2 no seria

important per la supervivéncia en deprivacié de nitrogen a llarg termini.

Es va analitzar també la supervivéncia en deprivacio de glucosa. El fet que
Ckk2 també veu els seus nivells de proteina augmentats en resposta a la
deprivacié de glucosa, ens va portar a preguntar si era necessari per a la
supervivéncia. Per respondre a aquesta qlestid, es va analitzar la viabilitat

en plaques de medi ric que contenien una concentracié molt reduida de
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glucosa (0,01%) i es va observar que no hi havia diferéncies en el
creixement (Figura R2). Tot i aix0, és possible que les diferencies en
viabilitat no siguin molt grans i no es puguin observar en l'assaig de
sensibilitat en placa. Per tal de realitzar un assaig de sensibilitat molt més
guantitatiu varem determinar el percentatge de coldonies que creixen
després de plaquejar un nombre determinat de cél-lules que han estat
creixent en un cultiu de medi ric a una concentracié de glucosa de 0,1%.
Es va mesurar la densitat Optica a les primeres hores de deprivacidé per
esbrinar si es produirien diferencies en la velocitat de creixement, pero les
dues soques van mostrar un patré de creixement similar (Figura R3,
dreta). En el cas de la supervivéncia, es va observar una tendéencia de
reduccié de la supervivéncia a partir del segon dia (Figura R3, esquerra),
que és estadisticament inferior en la soca Ackk2. Aix0 ens indicaria que
Ckk2 no estaria participant en la divisio cel-lular pero si en el manteniment

de la viabilitat en restriccio calorica.

1.5+

- W
& Ackk2 1
1 setmana 4 setmanes 104 o Acmki o
g
wt ’,ry"”
Ackk2 /
Acmk1
12 3 4 s
Setmanes

Figura R1. La deleci6é de Ckk2 i Cmk1 no afecta a la viabilitat de la soca en abséncia
de nitrogen. Les soques wt (RA2227), Ackk2 (RA3658) i Acmk1 (RA3375) van ser crescudes
en medi minim abans de ser deprivades de nitrogen.

YES 0.01% Glucose
wt
Ackk2

Figura R2. La delecié de Ckk2 no afecta a la viabilitat de la soca en abséncia de
glucosa. Les soques wt (RA2227) i Ackk2 (RA3658) van ser crescudes en medi ric i es van
plaguejar en una placa amb una concentracié de 0,01% de glucosa.
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Figura R3. Petita reduccié de la viabilitat en la soca Ackk2 en un cultiu deprivat de
glucosa. Les soques wt (RA2227) i Ackk2 (RA3658) van ser crescudes en medi ric i es van
transferir a un medi ric a una concentracié de 0,1% de glucosa. A I'esquerra, mesura del
percentatge de cél-lules supervivents en cultiu de medi ric deprivat de glucosa. A la dreta,
mesura de la densitat Optica cada dues hores. En la grafica * significa p < 0,05. Les barres
d’error representen mitjana £ SEM. N = 3 experiments.

1.1.2. Analisi de la re-entrada al cicle cel-lular

Per esbrinar si Ckk2 podria ser necessari en la re-entrada al cicle cel-lular,
es va analitzar el creixement de les cél-lules de les soques wt i Ackk2 un
cop es retornaven a un medi amb font de nitrogen després d’estar-ne
durant 24 hores sense. Es van anotar els parametres de densitat oOptica i
I'index de septacid per tenir en compte tant el creixement com la divisié
cel-lular durant les 4 primeres hores des de la recuperacié (Figura R4). El
creixement cel-lular ja s’‘observa a la primera hora després de la
recuperacidé, mentre que la divisio s’activa entre les 3 i 4 hores. No hi havia
diferéncies en el establiment de la divisid cel-lular, pero les cél-lules Ackk2
comencaven a créixer amb un ritme més baix durant les dues primeres
hores, el que ens diu que Ckk2 podria estar implicat en l'inici del

creixement quan es retorna al cicle cel-lular.

1.1.3. Analisi de la diferenciacio sexual

Una de les funcions associades a la deprivacidé nutricional és la
diferenciacio sexual a espores. Per veure si aquesta funcid esta associada
a l'increment de Ckk2 en condicions de deprivacié de nitrogen, es va
analitzar la capacitat de les soques wt i Ackk2 per formar espores. S’ha

realitzat una quantificacié del nombre de zigots i tétrades resultat de la
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meiosi del total de cél-lules analitzades i aquesta dada s’ha representat en
I'index d’aparellament. L'index d'aparellament de la soca Ackk2 és superior
al de la soca salvatge (Figura R5), indicant que Ckk2 podria participar en

la regulacié negativa de la meiosi en deprivacié de nitrogen.

20+ s 80—
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Figura R4. La deleci6 de Ckk2 alenteix el reinici del creixement en reposar el
nitrogen. Les soques wt (RA2227) i Ackk2 (RA3658) van ser crescudes en medi minim abans
de ser deprivades de nitrogen. Després de 1 dia creixent en aquest medi, s’han retornat al
medi minim i s’ha mesurat I'index de septacié i la densitat Optica durant les 4 hores
posteriors. A l'esquerra es troba la grafica que representa |’index de septacié (cel-lules
septant/cel-lules totals) i a la dreta, la grafica que representa el fold change de la densitat
optica. Aquest experiment s’ha realitzat dues vegades i s’ha fet analisis estadistic t de Student
per determinar si les diferéncies observades eren significatives. * indica p<0.05 i **p<0.005.
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index de Mating (%)
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Figura R5. La delecié de Ckk2 causa un increment de mating en condicions de
deprivacié nutricional. Les soques heterotal-liques h® wt (RA0743); Ackk2 (RA3662); han
sigut plaquejades en plaques SSA durant 48 hores i després s’ha quantificat el nombre
d’espores per calcular I'index d’aparellament.
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1.2. Estudi de la via Ckk2-Cmkl en resposta a

diferents tipus d'estres.

El nostre grup ha descrit en treballs anteriors |'activacié de la via CaMKK-
CaMK a S. pombe, a través de la fosforilacié de Cmk1 per Ckk2 al residu
T192. L'activacio de la via per calci causa |'aturada de la divisié cel-lular a

través de la fosforilacié de la Cdc25 (Cisneros-Barroso et al., 2014).

Per tal de determinar si la via Ckk2-Cmk1l també funciona en estres
nutricional i si es produeix un increment de proteina Cmk1, tal com passa
amb Ckk2, es van analitzar els nivells de proteina Cmk1 en deprivacio de
nitrogen. Les soques Cmk1:HA y Cmk1:HA Ackk2 han sigut exposades a
un medi minim sense nitrogen durant 24 hores. Els nivells de Cmk1 es
mostren reduits en abséncia d’una font de nitrogen en el medi (Figura R6),
resultat que es repeteix també en abséncia de ckk2. Aquest resultat ens
estaria indicant que la regulacié de Cmk1 en deprivacié de nitrogen és

diferent a la regulacié de la Ckk?2.

Cmk1-HA
Cmk1-HA Ackk2

= =
s £ s <

PSTAIR

Figura R6. Els nivells de Cmk1 es redueixen en resposta a la deprivacié de nitrogen.
Les soques Cmk1l:HA (RA3380) i Cmk1l:HA Ackk2 (RA4240) van ser incubades a una
temperatura de 25°C.

Anteriorment en el nostre grup, s’ha observat que l'abséncia de Ckk2
generava canvis de viabilitat amb respecte a la soca wild-type en
determinades situacions d’estrés no nutricional, com els estressos causats
per drogues com la latrunculina B (LatB), el tiabendazol (TBZ) i el

calcofluor. En aquest treball, s’ha volgut intentar observar si era
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necessaria l'activacié de la via Ckk2-Cmk1l en resposta a aquestes

drogues.

En el tractament amb latrunculina B, la soca Ackk2 mostra una major
sensibilitat a la droga comparada amb la viabilitat de la soca wt. A la
mateixa concentracio, no obstant, la soca Acmk1 mostra resisténcia, ja
gue té major viabilitat que la soca wt. Al ser tractades amb calcofluor, les
soques van mostrar un creixement similar (Figura R7). I en el tractament
amb tiabendazol, els mutants eren resistents respecte a la soca wt, sent
el mutant Acmkl més viable que la soca Ackk2 (Figura R8). Aix0 ens
mostra que Ckk2 i Cmk1l actuarien a través de vies de senyalitzacid
diferents en el cas de la Latrunculina B, i probablement la via Ckk2-Cmk1

si estigui activada en resposta al TBZ.

600 pg/mL
LatB 2 uM Calcofluor

Figura R7. La soca Acmkl1 es resistent a latrunculina B. Les soques wt (RA2227), Ackk2
(RA3658) i Acmk1 (RA3375) van ser crescudes en medi ric (YES) liquid i es van fer assajos
de viabilitat en plaques de medi ric YES que contenien dimetilsulfoxid (DMSO) o 2 uM de
latrunculina B (LatB) o 600 pg/mL de calcofluor. Els assajos es van deixar créixer durant 3

dies a 32°C abans de prendre la imatge.

15 pg/mL TBZ 17,5 pg/mL TBZ

Figura R8. Les soques Ackk2 i Acmk1 son resistents a tiabendazol. Les soques wt
(RA2227), Ackk2 (RA3658) i Acmk1 (RA3375) van ser crescudes en medi ric (YES) liquid i
es van fer assajos de viabilitat en plaques de medi ric YES que contenien N,N-
dimetilformamida (DMF) o diverses concentracions de tiabendazol (TBZ). Els assajos es van
deixar créixer durant 3 dies a 32°C abans de prendre la imatge.

Prz1 es un regulador transcripcional de Cmk1. Per esbrinar si Ckk2 es troba

sota el mateix control transcripcional he generat el doble mutant Ackk2
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Aprz1, per comparar la seva resposta amb els mutants simples Ackk2 i
Aprz1 (Figura R9). En un assaig de viabilitat en resposta al calci, el doble
mutant Ackk2 Aprzl mostrava una viabilitat més elevada que el mutant
simple Aprz1 a una concentraciéo de 25 mM, mentre que a concentracions
meés elevades ja perd la viabilitat a concentracions on encara creixen la
soca wt i la soca Ackk2. Per tant, com els dos genotips donen lloc a un
fenotip intermedi, segurament la regulacié de Ckk2 en resposta a un estres

de calci no és deguda a Prz1.

YES 25 mM Ca?+ 50 mM Ca2+

iVollvdB @ © & & :-

wtil X N X B3
Ackk2

Aprzl Ackk2 |0 5 5 8 &

Figura R9. La deleci6é de przl recupera el fenotip salvatge en soques Ackk2. Les
soques wt (RA2227), Ackk2 (RA3658), Aprz1 (RA2705) i Ackk2 Aprz1 (RA4577) han crescut
en medi ric (YES) liquid i es van fer assajos de viabilitat en plaques de medi ric YES que
contenien diverses concentracions de clorur de calci (CaCl.). Els assajos es van deixar créixer
durant 3 dies a 32°C abans de prendre la foto.

1.3. Estudi de sumoilacio de ckk?2.

Per analitzar si Ckk2 era sumoilada en condicions de deprivacié de
nitrogen, varem dissenyar un mutant de Ckk2 que no pogués ser sumoilat.
Com s’ha mencionat en l'apartat d’antecedents, es van identificar residus
de lisina que podrien estar implicats en la sumoilacio de la proteina Ckk2.
Primer de tot, es va mutar només el residu K202 a arginina (R), per
destruir el lloc consens de sumoilacié i substituir-lo per un aminoacid
semblant, ja que els dos estan carregats positivament, per evitar alterar

massa la funcio de la proteina.

Aguesta mutacid es va realitzar en un plasmidi que contenia el gen ckk2
fusionat amb I’'epitop HA, utilitzant oligonucledtids que presenten una
seqliencia del gen ckk2 amb una Unica mutaci6 del residu 202 de lisina a
arginina (ckk2-K202R fwd i rv). Un cop validada per seqlienciacio, aquest

plasmidi es va tractar amb I'enzim de restricci6 per linealitzar-lo i integrar-
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lo en el genoma de S. pombe per recombinacié homologa. La integracio
de la mutacié es va validar per Colony PCR i seqlienciacié. D’ara en

endavant, aquest mutant sera anomenat Ckk2-K202R.

Per comprovar si la mutacié del residu 202 evita la sumoilacié, es van
analitzar els nivells de proteina Ckk2 en resposta a la deprivacio de
nitrogen a la soca Ckk2-K202R i es van comparar amb els de la soca sense
mutar. Es van escollir punts en el temps on el tractament per deprivacié
ja mostra una bona intensitat de la banda Ckk2-Sumo, entre les 16 i 24
hores. La preséncia de la mutacié K202R en la proteina Ckk2, no causava
canvis importants en els nivells de proteina Ckk2 i no elimina la preséncia
de la banda Ckk2-SUMO que s’observa en la soca salvatge (Figura R10).
Aix0 ens indicaria que el residu 202 no és el responsable de la possible

sumoilacio de Ckk?2.

Ckk2:HA Ckk2-K202R:HA

-Nitrogen (Hores) 0 16 24 © 0 16 24
Ckk2-SUMO
Ckk2

Figura R10. La mutacioé K202R no evita I’aparicio de la banda Ckk2-Sumo. Les soques
Ckk2:HA (35#27) i Ckk2-K202R:HA (35#32) van ser exposades a un medi minim sense
nitrogen i es van analitzar els extractes a les hores indicades a la imatge. St representa el
patré de pes molecular.

Davant d’aquest resultat ens vam plantejar que potser la sumoilacid
d’altres residus era necessaria, encara que en els analisis informatics no
fossin preferents. Per tant, es va generar una soca que presentava
mutants els tres llocs de sumoilacié que s’havien identificat en el treball
anterior. Es van utilitzar els oligos Ckk2-K72R i Ckk2-K251R, per generar
un plasmidi amb aquestes tres mutacions. En aquest cas, pero, la
introduccié de les triples mutacions per la recombinacié homologa es va

realitzar per PCR, ja que el tractament amb I'enzim de restriccié feia que
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no s’introduis el residu K72R. Al mutant que presentava les mutacions
K72R, K202R i K251R a la proteina Ckk2 de S. pombe, I'hem anomenat
Ckk2-TP.

Amb la soca Ckk2-TP, s’ha realitzat el mateix analisi indicat anteriorment.
En aquest cas, es torna a veure que els nivells de Ckk2 en resposta a la
deprivacié de nitrogen no varien en preséncia d’aquestes mutacions
(Figura R11), i que la modificacié traduccional de Ckk2 es continua
observant, i a més, amb una intensitat més forta. Aixd ens indica que o bé
s’ha de trobar altres residus de sumoilacié o bé, que la proteina no es

sumoila i aquesta banda que s’esta observant és una altra modificacié.

Ckk2:HA Ckk2-TP:HA

‘TR ER.
Ckk2-SUMO
Ckk2

Figura R11. La soca Ckk2:TP continua mostrant la banda d’alt pes molecular. Les
soques Ckk2:HA (RA3527) i Ckk2-TP:HA (RA3642) van ser exposades a les condicions de
cultiu indicades a la figura.

Després d’observar aquests resultats obtinguts de les mutacions, es va
intentar obtenir evidéncies per altres vies de que hi havia sumoilacio de la
Ckk2. Una de les maneres va ser utilitzant anticossos de mamifer contra
la proteina SUMO. Aquests anticossos acostumen a funcionar quan |’epitop
gue reconeix la proteina esta bastant conservat evolutivament, com és el
cas de l'anticos PSTAIR, que reconeix les sequéncies del mateix nom que
es troben tant a les quinases dependents de ciclina de mamifer com a les
de S. pombe. No obstant, la hibridacié de la membrana amb |’anticos anti-

SUMO no ens va mostrar resultats (imatges no mostrades).
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Una altra aproximacié que es va realitzar va ser la immunoprecipitacié.
Com s’ha mencionat amb anterioritat, la proteina homologa de SUMO a S.
pombe és la proteina Pmt3. Es va generar una soca Pmt3:HA que
presentava a més la proteina Ckk2 conjugada amb |'epitop myc. Si la
nostra hipotesi de que Ckk2 es troba sumoilada es compleix, les dues
proteines haurien de co-precipitar. Tot i aix0, la immunoprecipitacido de
Pmt3:HA no ens va sortir (imatges no mostrades), indicant que la

modificacié observada podria no ser una sumoilacio.

Una de les explicacions era que fos una banda inespecifica generada per
les condicions d’estrés nutricional en les que estavem treballant.
L'evidéncia que ens va indicar de que es podria tractar d’'una banda
inespecifica, va ser I'analisi en condicions de deprivacio de nitrogen durant
24 hores d’una soca sense epitop HA. En aquestes condicions, a la soca
sense epitop apareixien varies bandes inespecifiques (Figura R12): una
prop dels 45 kDa que es trobava sota de la banda especifica de la proteina
Ckk2; i una altra banda inespecifica, que només es manifestava en
condicions de deprivacio de nitrogen, a una algada propera als 66 kDa que
és la que ens pensavem que podria ser la proteina Ckk2 sumoilada. Per
tant, aquesta banda observada no estaria representant una sumoilacié de
la Ckk2, si no que és una banda inespecifica especifica causada per la

deprivacié de nitrogen.

No TAG Ckk2:HA

=

<

% Figura R12. La banda

1 inespecifica es troba
= = en una soca salvatge
= = sense epitop HA. Les

soques wt (RA2227) i

66 — SUMO? Ckk2:HA (RA3527) es
. T van exposar a deprivacio
45 — Ckk2:HA > de nitrogen en el periode

- -

=
—
.

' || MM-N2en

PSTAIR
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Aguest tipus de banda inespecifica no I’haviem detectat amb anterioritat i
creiem que s’observa en condicions on |'epitop no dona molta senyal. La
proteina Ckk2 per ser detectada per Western Blot necessita ser carregada
en grans quantitats (50 ug d’extracte proteic) i incubada amb anticds molt
concentrat (1:500-1000). En aquesta mateixa linia, aquesta banda
inespecifica no s’observa en altres proteines també conjugades en HA i
exposades a les mateixes condicions, perd que necessiten molt menys
extracte proteic i una diluci6 més gran d’anticos per ser observades per
Western Blot.

1.4. Estudi de I'expressio de ckk2.

L'increment de l'expressi6 de Ckk2 en resposta a l'estrés nutricional
(Yance-Chavez, 2015) ens va generar l'interés per esbrinar com es regula

la seva expressio.

Per tal d’estudiar la dinamica de la proteina Ckk2, es van analitzar els
nivells de proteina abans, durant i després de la deprivacié de nitrogen,
fins 24 hores després de la deprivacidé (Figura R13). El que es va observar
és que l'increment durant la deprivacié de nitrogen, és rapidament reduit
un cop es torna a introduir el nitrogen al cultiu. Aixo vol dir que la induccid
de Ckk2 es reprimeix un cop la cél-lula torna a créixer en condicions

minimament optimes.

MM-N
R-3h
R-6h
R-8h
R-24h

=
=

PSTAIR

Figura R13. L'increment de proteina Ckk2 desapareix en retornar al medi minim
amb nitrogen. La soca Ckk2:HA (RA3527) va ser crescuda en medi minim abans de ser
deprivada de nitrogen durant 24 hores. Posteriorment, es va retornar al medi minim durant
24 hores més. Els carrils que comencen amb R indiquen les hores en les que es va prendre
I’'extracte després de la reintroduccié del nitrogen al medi.
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Amb l‘objectiu d’identificar quines vies podrien estar implicades en la
induccié de l'expressio, s’ha proposat I'estudi de la regié promotora del
gen ckk2. L'analisi de la seqliéncia anterior al gen ckk2 (Figura R14) de
la base de dades Pombase, mostra la preséncia de dues sequéncies
consens de factors de transcripcio:

- TGATAA (de la posicio -417 a la -412) > a la que es poden unir
dos tipus de factors de transcripcio diferents:

o El factor de transcripcié Gafl que reconeix les seqliencies
consens Gata box WGATAR on la W indicaria que aquesta
posicié pot ser ocupada per una A o una T i la R indicaria
que pot ser una A o una G.

o Els factors de transcripcio Atfl y Fepl que reconeixen
seqléncies consens del iron repressed GATA element
WGATAA.

- CCAAT (de la posicié -213 a la -209) - a la que es poden unir els
factors de transcripcio Php2, Php3, Php4 y Php5, que reconeixen
els motius CCAAT.

D’altra banda, a diferéncia del gen cmk1 no s’han identificat motius del
CDRE (calcineurin-dependent responsive element, AGCCTC) dins la
seqléncia (Cisneros-Barroso et al., 2014), indicant que la transcripcio de

ckk2 no es depenent a la preséncia de calcineurina.

>Ckk2 length:709 includes:5'UTR upstream:500
ATCGCCAATGCATATATTTTCCAGTTCGGTGGTTTCTGCCACTTGTTCTGCTAGTGTTGT
TTTTCCAGTACTAGGGAAAAAGTTAGTTAATAAAAAAATTCAAGTCATTGAAAAACTCTG
AAAGCGATTAATAGCTTCTATTTTCGCCATTTATAGCGTACATACCCAGGTGTACCACAG
ATTATAATATTCGGAAGCTCTCTTTCTTCATTACCCATAGTAAACGTTTTTATTTAAATAAA
ACAAGAAAAAGGGAATTAAAGTATGTGTTTAAGGGTTGAAAAAATCTCCTTGATAACAA
AAGTTGCAGACTGCTGAAATGTGAAAAATTTATTTACTTCGACGTTGTGTAAAAGAACAT
GATTTTAAAAAACAGCACATATCTAGAACTTAAATAATTATAAGGCTTGTGGGCCTCATTT
TGTATAAATTTTTAAATTAATTGAAAGCAAATAGTATAAAACTTTGGTACATAGGTTTATA
TGCTTTTACGCTACCAATAGCGCCATAACTTCCAAATACAGTATGATCATTGATTCTACC
TAACCTATACATTTTCAATGATATTAAGCCCATTGTTGAATTCCCTGTAAATGAACTTATA
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AAATATCACCATTTACCTGAAGAACTTAATTTTGCTTTATATTTGAATATCCATTCCATCG
CTGTGCGGTGAAGTCACTGCATTAACAAGAACCCAAAAATCACC

Figura R14. Identificacié de seqiiéncies consens de factors de transcripci6. La
sequeéencia de 500 parells de bases anterior al promotor s’ha obtingut de la base de dades
Pombase i s’han marcat les seqiieéncies consens en negreta: TGATAA de color vermell i
CCAAT de color blau.

1.5. Els nivells de Ckk2 en deprivaciéo de nitrogen

estan regulats per Gafl.

Com s’ha observat que |'expressié de Ckk2 es veu incrementada en
deprivacié nutricional i retorna als seus nivells basals en re-introduir els
nutrients; s’ha identificat una seqiéncia consens del factor de transcripcid
Gafl en el promotor de Ckk2; i s'ha descrit I'activitat de Gafl es produeix
en les primeres hores de deprivacié de nitrogen (Ma et al., 2016) s'ha
pensat que Gafl estaria regulant la induccié de I'expressié de Ckk2 en

resposta a deprivacié de nitrogen.

Per comprovar aquesta hipotesi, s’han analitzat els nivells de Ckk2 en
abséncia de gafl en condicions de deprivacié de nitrogen. En comparacié
amb les soques wt, on els nivells de Ckk2 s’‘incrementen a mesura que
s’allarga el temps de deprivacié (Figura R15), a la soca Agafl s’observen
uns nivells basals de proteina Ckk2 més baixos, i una induccié de Ckk2 en
resposta a |I'abséncia de nitrogen bastant més reduida. Aquest resultat ens
estaria demostrant que l'expressio de Ckk2 en deprivacié de nitrogen és

deguda parcialment al factor de transcripcié Gafl.

Agafi
Ckk2:HA Ckk2:HA
Temps(-N) 24 0 4 8 24 0 4 8 24
[ o ewwmes ] Ckk2:HA

Figura R15. Els nivells de Ckk2 es mostren reduits a la soca Agafl. La soca Ckk2:HA
(RA3354) i Ckk2:HA Agafl (RA3350) van créixer en medi minim (MM) i es van deprivar de
nitrogen durant 24 hores. Es van agafar extractes a les 4, 8 i 24 hores de deprivacid. Tots
els cultius van ser incubats a una temperatura de 25°C.
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1.6. Ckk2 és inhibida en condicions normals per
TORC1.

TORCI1 integra les senyals nutricionals i les tradueix per a que la cél-lula
continui creixent en condicions normals. En abséncia d’aquestes senyals,
com és el cas de la deprivacié nutricional, deixa d’estar inactiva i deixa
d’inhibir proteines relacionades amb la resposta a estrés com Gafl.
Després de veure que Gafl era necessari per la inducci6 de Ckk2 en
resposta a la deprivacié de nitrogen, varem estudiar si TORC1 podia
regular els nivells de proteina de Ckk2 mitjangant el tractament amb els
inhibidors farmacologics del complex TORC1: la rapamicina i Torinl (que

també inhibeix el complex TORC2).

En el tractament amb rapamicina s’observa un lleuger increment en els
nivells de Ckk2 cap a les 2 hores (Figura R16). Amb el tractament de
Torinl, s’‘observa un increment més potent dels nivells de Ckk2, que es
capag de ser observat fins i tot en una hora de tractament (Figura R17).
Per tant, els complexos TORC podrien estar regulant negativament

I'expressié de Ckk2.

YES
DMSO

£ ﬁ Figura R16. El tractament amb

rapamicina causa un increment en el

nivell de proteina Ckk2. La soca

!CKKZHA Ckk2:HA (RA3527) va ser crescuda en

medi ric YES i va ser tractada amb DMSO

i rapamicina (200 ng/mL) fins a dues

_ PSTAIR hores a 259C. Es van fer extractes a la
primera i segona hora.
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Ckk2:HA
@]

Figura R17. El tractament amb Torinl
causa un increment en el nivell de

proteina Ckk2. La soca Ckk2:HA
) (RA3527) va ser crescuda en medi ric YES
_ Ckk2:HA i va ser tractada amb DMSO i Torinl (5
mM) fins a dues hores a 25°C. Es van fer
extractes a la primera i segona hora.
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Per tal de comparar aquests increments en el mateix punt, es van
comparar els nivells de Ckk2 en el tractament de rapamicina i en el
tractament de Torinl a les dues hores d’exposicié (Figura R18). S'observa
que l'increment de Ckk2 es major en el tractament amb Torinl que en el

tractament de rapamicina.

Ckk2:HA

z

~

£

o =

E ~
n @ 8 E
L = © 5
> 0 o F

Ckk2:HA

Figura R18. El tractament amb Torinl causa un major increment en el nivell de
proteina Ckk2 que el tractament de rapamicina. La soca Ckk2:HA (RA3527) va ser
crescuda en medi ric YES i va ser tractada amb DMSO, rapamicina (200 ng/mL) i Torinl (5
mM) durant dues hores a 25°C.

Davant la induccié6 de I'expressi6 de Ckk2 observada en la inhibicid
farmacologica del complex TORC1, es va voler comprovar si passaria el
mateix en mutants geneétics d’aquest complex. Com tor2 es un gen
essencial per S. pombe, es va treballar amb el mutant termosensible
tor2.51, el creixement del qual es veu compromeés a una temperatura

restrictiva de 37°C i es veu molt reduit a temperatura semi-permissiva de
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300°C. En aquest mutant, s‘observa un increment en els nivells de Ckk2,
comparats amb els nivells observats a la soca wt, tant a temperatura
permissiva de 259C com a temperatura restrictiva de 37°C (Figura R19).
Aix0 ens indica que una menor activitat del complex TORC1 esta associada
a un increment de I'expressio de Ckk2. Com a nota curiosa, |'expressio de
Ckk2 mostra una reduccid dels seus nivells en el tractament a 37°C, tant
al mutant com a la soca salvatge.

tor2.51
Ckk2:HA Ckk2:HA

250C
37°C

O O
o o
LN ™~
o ™M

Figura R19. La mutacié en la proteina Tor2 causa un increment en els nivells de
proteina Ckk2. La soca Ckk2:HA (RA3527) i la soca tor2.51 Ckk2:HA (RA4436) van créixer
en medi ric YES a 25°C. Pel canvi de temperatura, van ser crescudes a 37°C durant 4 hores.

1.7. L'expressio de Ckk2 quan TORC1 esta inhibida
esta regulada per Gafl.

S’ha observat en els apartats anteriors que Gafl regula I’'expressié de Ckk2
en condicions com la deprivacié de nitrogen, i que la inhibicié de TORC1
causa un increment de I'expressié de Ckk2. Per saber si aquest increment
de I'expressié de Ckk2 quan s’inhibeix TORC1 esta realment causat per la
funcié de Gafl, hem tractat una soca salvatge i una soca Agafl amb
I'inhibidor de TORC1 rapamicina per analitzar els nivells de Ckk2 (Figura
R20). En resposta a rapamicina, observem l'increment en I'expressié de
Ckk2 a la soca salvatge, perd en la soca delecionada per gafl, no es
produeix. Aix0 ens indica que l'increment en el nivell de proteina Ckk2 que
s’observa en la inactivacio de TORC1 esta explicat parcialment per la funcié

del factor de transcripcié Gafl.
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Agafl
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Figura R20. L’'increment de Ckk2 causat per la inhibici6 de TORC1 es deu
parcialment a la funcio de Gafl. Les soques Ckk2:HA (RA3354) i Ckk2:HA Agaf1l (RA3350)
han crescut en medi ric a 25°C i se les ha tractat dues hores amb rapamicina (200 ng/mL).

1.8. Ckk2 també esta regulada negativament per
TORC2.

Per veure si la eliminacié genética de components del complex TORC2
afectava també I'expressido de Ckk2, he analitzat els nivells de proteina
Ckk2 en una soca delecionada pel gen torl (Ator1l). En medi ric, els nivells
de Ckk2 en la soca Atorl es veuen elevats (Figura R21). D’altra banda,
I'eliminacid del substrat de TORC2 Gad8 (soca Agad8) causa una reduccié
en l'expressié de Ckk2 amb respecte a la soca salvatge. Aquest resultat
ens indicaria que Torl podria estar inhibint també |I'expressié de Ckk2 en
medi ric, ja que en la soca Atorl, s'‘observa un increment en els nivells de
Ckk2, mentre que la soca Agad8, que presenta la delecié de Gad8, que
regula negativament l'activitat de Torl, els presenta molt reduits,

possiblement per una major activitat de Torl.

+
2

Figura R21. La eliminacié genética de TORC2 causa un increment en els nivells de
Ckk2. Les soques Ckk2:HA (RA4131); Agad8 Ckk2:HA (RA4548); Atorl Ckk2:HA (RA4550)
van créixer en medi ric YES a 25°C.

Agad8
Atorl
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1.9. Interaccio geneética entre Ckk2 i TORC.

Per veure quin és |'efecte de I'abséncia de la funcié de Ckk2 en situacions
on l'activitat dels complexos TORC es troben reduides vaig generar dobles
mutants Ackk2 Atorl y Ackk2 tor2.51 i vaig analitzar la seva viabilitat. La
manca de Ckk2 per mutants del complex TORC2 (Atorl) no causa
variacions de la viabilitat, mentre que en el cas del complex TORC1, el
doble mutant Ackk2 tor2.51, mostra una menor viabilitat en medi ric a la

temperatura permissiva de 25°C (Figura R22).

Figura R22. El doble mutant

YES tor2.51 Ackk2 mostra una

reduccié6 de viabilitat. Les

Atorl Ackk2 L B B B SRR o ques wt (RA2227), Ackk2
N (RA4268), Ator1 (RA1869), Atorl

Atorl K Ackk2  (RA3876),  tor2.51
Wil R (RA1875) i tor2.51 Ackk2

(RA3878) han crescut en medi ric
(YES) liquid a 25°C i es van fer
assajos de viabilitat en plaques
de medi ric YES que es van deixar
creixent a 25°C entre 3-4 dies
abans de prendre la imatge.

tor2.51 L X X B ._
tor2.51 Ackk2 | &

El doble mutant de les quinases CaMKK i Tor2 (tor2.51 Ackk2) és sintétic
letal. Per tal d’analitzar si el doble mutant de l'altra CaMKK de S. pombe
sspl i tor2 mostraria el mateix fenotip, es va generar el doble mutant
tor2.51 Asspl. En aquest cas, la delecid de sspl en un background

tor2.51, no mostra una reduccié en la viabilitat de la soca (Figura R23).

Figura R23. La delecié de

250C Ssp1l no redueix la
viabilitat de la soca
wt . . ' 3 ‘g' 5 tor2.51. les soques wt

(RA2227), Ackk2 (RA4268),

tor2.51 K K K K 3
tor2.51 Ackk2 | B B
Ackk2 | & = =
tor2.51 Assp1 || & B =S
Assp1 * ® B -
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Asspl (RA), Asspl tor2.51
(RA), tor2.51 (RA1875) i
tor2.51 Ackk2 (RA3878) han
crescut en medi ric (YES)
liquid a 25°C i es van fer
assajos de viabilitat en
plagues de medi ric YES que
es van deixar creixent a les
temperatures indicades entre
3-4 dies abans de prendre la
foto.
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2. Identificacio de substrats de Ckk?2.

2.1. Cgsl1l/Pkal

Cgsl va ser una de les proteines identificades en l'assaig de fosfo-
protedmica fet en extractes proteics de soques wt i Ackk2 com un possible
substrat de la Ckk2 en resposta a estres de calci (Yance-Chavez, 2015).
Hem pensat que aquesta és una de les proteines més interessants ja que
exerceix com a regulador negatiu de I'homodleg de la PKA en S. pombe,
Pkal. Com s’ha descrit durant la introduccid, el paper de la Pkal és molt
important, ja que actua com un regulador negatiu de la resposta a estreés.
Es a dir, la seva activitat es produeix quan la cél-lula esta en condicions
optimes de creixement, inhibint substrats com Atf1 per fosforilacid. Quan
la cel-lula és exposada a una abséncia de nutrients, la concentracié de
CcAMP dins la cél-lula és redueix i allibera a Cgs1. Aleshores Cgs1 s’uneix a
Pkal i impedeix que realitzi la seva activitat quinasa. Fins ara, no s’ha
identificat cap procés en el que la funcié de Ckk2 i Cgs1-Pkal estiguin
relacionats. El que si s’ha vist es que el complex PKA s’encarrega de la
inhibici6 de CaMKK a H. sapiens (Matsushita 1999). Per aquests motius,
hem analitzat les possibles interaccions genétiques que hi puguin haver
entre Ckk2 i Cgsl o Pkal.

2.1.1. Analisi de la interacciéo genica entre Cgsl/Pkal i
Ckk2

Per investigar la relacié genética entre Ckk2 i Cgsl es va analitzar les
interaccions genétiques que podrien donar-se entre ambdés gens en
situacions d’estrés per calci, perqué causa l'activacido de la Ckk2, o la
deprivacié de glucosa, pel paper que juga Cgsl en aquesta resposta.
També es va analitzar la interacci6 amb Pkal, tenint en compte la seva

relacio estreta amb Cgs1.

123



RESULTATS

La delecié de Cgsl (Acgs1) mostra un patrd de creixement similar al de la
soca wild-type en resposta a un estrés de calci (Figura R24), mentre que
el doble mutant Acgsl Ackk2 mostra major viabilitat que wt, com en el
mutant senzill Ackk2. En el cas de Apkal, s'observa una major sensibilitat
al calci que la soca wt i a una concentracié baixa; i en el doble mutant,
aquesta sensibilitat es veu incrementada de manera que la viabilitat de la

soca Apkal Ackk2 es encara més baixa.

100 mM CacCl,

YES

50 mM CacCl,

wt

Ackk2

Acgs1

Apkal

Ackk2 Acgs1
Ackk2 Apkal

Figura R24. L'eliminaci6 de Pkal redueix la viabilitat de la soca Ackk2 en resposta
a un estrés de calci. Les soques wt (RA2227); Ackk2 (RA3658); Acgsl (RA3646); Apkal
(RA3659); Ackk2 Acgsl (RA3677) i Apkal Ackk2 (RA3713) van créixer en medi ric YES a
250C. Es van efectuar els assajos de viabilitat en plaques de medi ric YES que tenien les
concentracions de clorur de calci indicades, i es van deixar durant 3-4 dies a 32°C abans de
prendre la foto.

Donat que Pkal participa en la inhibici6 de components necessaris per a
la resposta a l'estrés en condicions normals de creixement, varem voler
veure si existia interaccid genética en condicions de deprivacié de glucosa
(Figura R25). Els mutants senzills Ackk2 i Apkal, son capaces de seguir
creixent a baixes concentracions de glucosa. En canvi, com en el cas de
I'estrés de calci, el doble mutant Apkal Ackk2 mostra una menor viabilitat,
sent en aquest cas un fenotip sintétic letal. D'altra banda, el doble mutant
Acgsl Ackk2 presenta la mateixa sensibilitat que el mutant senzill Acgsl

en resposta a la deprivacié de glucosa.

124



RESULTATS

YES

Ackk2 i X K K B4

wt il KR

Acgsl § N K I RN
Acgsl Ackk2 | B B B
Apkal E X B X 3
Apkal Ackk2 ‘QQ LA |

0,01% glucosa

Figura R25. L'eliminaci6 de Pkal redueix la viabilitat de la soca Ackk2 en resposta
a una deprivacio de glucosa. Les soques wt (RA2227); Ackk2 (RA3658); Acgsl (RA3646);
Apkal (RA3659); Ackk2 Acgsl (RA3677) i Apkal Ackk2 (RA3712) van créixer en medi ric
YES a 25°C. Es van efectuar els assajos de viabilitat en plaques de medi ric YES que tenien
una concentracié de glucosa normal (3%) i una amb una concentracié de 0,01%. Les plaques
es van deixar durant 3-4 dies a 32°C abans de prendre la foto.

2.1.2. Analisi de lI'activitat de Pkal.

En observar el fenotip de la soca doble mutant Ackk2 Apkal, es va voler
comprovar si la falta de Ckk2 podria afectar l'activitat de Pkal. Una
manera d’analitzar 'activitat de Pkal és mesurar |'expressié de fbpl a
nivell de mRNA. La transcripcié d’aquest gen es troba reduida quan Pkal
es troba activa, en condicions normals de creixement (Higuchi et al.,
2002). Es va utilitzar la soca Apkal com a control positiu de I'expressié de
fbp1, i en analitzar 'expressid de fbpl en la soca Ackk2, es va observar
gue la seva expressio es troba lleugerament incrementada. Aixo ens podria
estar indicant que, o bé Pkal té una menor activitat inhibitoria en la soca
Ackk2 o que Ckk2 de manera independent també regula negativament

I'expressio de fbp1.

També es va mesurar I'expressio de fbp1 en el doble mutant Apkal Ackk2
i es va observar un increment en els nivells de fbpl encara més gran,
encara que no significativament diferent de I'increment observat en la soca
Apkal (Figura R26). Aquest resultat ens estaria indicant, per una part, que
la regulacid de I'expressio de fbp1 estaria dominada per la via de la Pkal,
i per una altra, que l'efecte del sintétic letal no estaria associat a la

regulacié de I'expressio de fbp1.
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Unitats relatives

2.1.3.
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Analisi dels nivells de proteina de Cgsl i Pkal en

resposta a estrés i en abséncia de Ckk2.

Davant les interaccions genetiques observades en les condicions de

deprivacid de glucosa o estrés de calci de les soques Acgsl1 i Apkal es van

analitzar com variaven els nivells d’aquestes proteines en resposta a

estressos aguts.

En el cas de Cgsl, s’'han generat soques que presentaven el gen cgsl

fusionat amb I’'epitop HA en un background wt o Ackk2 per analitzar

possibles canvis en I'expressié o modificacions post-traduccionals (Figura

R27). Cgsl veu els seus nivells augmentats en resposta a un estrés agut

de calci

i també en concentracions molt baixes de glucosa. Aquestes

variacions observades en el nivell de Cgsl no depenen de la preséncia de

Ckk2, tal com ens mostrava l'analisi de viabilitat.
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Ackk2
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Figura R27. El calci i una concentracié molt baixa de glucosa causen un increment
en els nivells de Cgsl. Les soques Cgsl:HA (RA3636) i Cgsl:HA Ackk2 (RA3707) van ser
crescudes a 25°C i després van ser tractades amb 100 mM CaCl, durant 1 hora o van ser
exposades a les concentracions indicades de glucosa en medi ric durant 6 hores abans de
prendre la mostra.

S’han generat soques també que presenten el gen pkal fusionat a I'epitop
HA i es van analitzar canvis en els nivells de proteina o modificacions post-
traduccionals comparant cél-lules wt amb cél-lules sense ckk2. L’exposicid
al calci causa un lleuger increment en els nivells de Pkal (Figura R28),
mentre que unes baixes concentracions de glucosa causen una reduccio
en els nivells de Pkal de manera proporcional al canvi de concentracié. No
s’observen canvis dependents de la preséncia de Ckk2 en els nivells ni en

|’estat de fosforilacié de Pkal.

Ackk2
Pkal-HA Pkal-HA
S o o 2
o g o <
- < 9 = R
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Figura R28. Pkal es veu incrementada en resposta a calci i disminuida en deprivacio
de glucosa. Les soques Pkal:HA (RA3701) i Pkal:HA Ackk2 (RA3720) van ser crescudes a
250C i després van ser tractades amb 100 mM CaCl: durant 1 hora o van ser exposades
durant 6 hores a concentracions més baixes de glucosa abans de prendre la mostra.
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La implicacio de la Pkal s’ha descrit en estudis de creixement cel-lular en
fase estacionaria (Zuin et al., 2010). En fase estacionaria, les cél-lules
canvien metabolicament per adaptar-se a I'esgotament de la disponibilitat
dels nutrients. Per comprovar si Ckk2 té un paper en la resposta de la fase
estacionaria, es van deixar créixer les cel-lules wt, Ackk2, Acgsl, Apkal i
els dobles mutants Acgsl Ackk2 i Apkal Ackk2 en medi ric durant una
setmana. L’abséncia de cgsl redueix la viabilitat de cél-lules en fase
estacionaria tal com estava descrit i també en el doble mutant Acgsi
Ackk2 en els primers tres dies (Figura R29). D'altra banda, la delecié de
pkal augmenta la viabilitat dels «cultius en fase estacionaria,
independentment de la presencia de Ckk2, mantenint-la més temps que
la soca wild-type. La soca Ackk2, d’altra banda, mostra una menor
viabilitat respecte a la soca wt cap als 3 dies de creixement en fase
estacionaria. Els resultats d’aquest assaig ens indiquen que Ckk2 és
necessaria per a la viabilitat de cél-lules en fase estacionaria perd no

sembla independent de Cgs1 ni Pkal.

YES 3 dies saturat 7 dies saturat

wt

Ackk2

Acgs1

Acgs1 Ackk2
Apkal

Apkal Ackk2

Figura R29. L'eliminaci6 de Ckk2 redueix la viabilitat en fase estacionaria. Les soques
wt (RA2227); Ackk2 (RA3658); Acgsl (RA3646); Apkal (RA3659); Ackk2 Acgsl RA3677) i
Apkal Ackk2 (RA3712) van créixer en medi ric YES a 32°C sense ser diluides. Amb aquests
cultius es van realitzar els assajos de viabilitat als dies de saturacié indicats.

2.1.4. Validacié in vitro de la fosforilacio de Cgs1 o Pkal.

Per realitzar la validacié in vitro de la fosforilaciéo de Cgs1 o Pkal per part
de Ckk2 s’ha de realitzar un assaig quinasa. En I'assaig quinasa, la Ckk2
transmet un grup fosfat aportat per una molécula d’ATP al seu substrat.
Els assajos quinasa tradicionals sén radioactius, on la molécula d’ATP esta

marcada per un fosfor radioactiu (3?P) que després es pot detectar per
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autorradiografia. No obstant, aquests assajos depenen molt de com de
fresc sigui el fosfor i a més, la radioactivitat comporta un cert perill per la
salut. En els darrers anys, s’ha desenvolupat una tecnologia alternativa,
que permet realitzar assajos quinasa amb un ATP modificat i veure el
resultat de I'assaig per mitja de Western Blot sense utilitzar cap material
radioactiu. Aquesta tecnologia consisteix en I'Us de quinases analog

sensitive.

Creacio del mutant Ckk2 analog-sensitive (as).

La tecnologia per crear mutants analog-sensitive (as) aprofita I'estructura
de la quinasa. En les quinases es troben estructures en forma de butxaca
gue permeten la unié d’ATP. La mida d’aquestes butxaques depén d’un
residu anomenat gate-keeper, que, en ser modificat por alterar I'afinitat
d’aquesta quinasa per reconéixer ATP i permet la unié de inhibidors
competitius d’ATP o de molécules modificades d’ATP. Aquestes formes
modificades de quinases han sigut utilitzades tant in vivo com in vitro en
treballs de S. pombe per identificar substrats d’altres quinases (Lee et al.,
2018). En el nostre cas, s’ha aprofitat aquesta tecnologia per desenvolupar
una proteina Ckk2 analog sensitive que uneix una molécula modificada
d’ATP (ATPYS) i ens permeti la realitzacié d’assajos quinasa, que després

puguin ser analitzats en un Western Blot.

Identificacio del residu gate-keeper i generacié de mutants.

La identificacié del residu gate-keeper es va fer mitjangant I'alineament de
la seqliéncia de la proteina c-Src humana amb la de la proteina Ckk2 de
S. pombe (Figura R30). L’alineament del bucle d’unié a ATP mostra que el

residu alineat amb la treonina 341 de c-Src es la leucina 152 de Ckk2.

C—3rc E-———PIYIVTEYMSEGSLLDFE 352
Ckk2 D¥YEDSLCMVLNY CPGGELASYV 163

- - - X - * *

Figura R30. Identificacio del residu gate-keeper en la proteina Ckk2. S’ha comparat
la sequéncia de c-Src de H. sapiens amb la Ckk2 de S. pombe amb el programa Clustal
Omega del EBI.
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A continuacid, s’ha generat el mutant Ckk2 analog-sensitive (Ckk2-as)
mitjancant la mutacié de la leucina 152 a glicina (L152G) en el plasmidi
pGEX-ckk2. Posteriorment, es va transformar el plasmidi en cél-lules BL21

Rosetta de E. coli. La mutacié es va comprovar per seleccid i sequenciacio.

Obtencié de la proteina Ckk2-as.

Un cop obtingut el plasmidi mutat i transformat, cal procedir a la validacio
de la Ckk2-as com a quinasa que fosforila els mateixos substrats ja

coneguts i validats de la Ckk2, com la Cmk1.

Per comencar, es pot fer una prova d’induccié per determinar quines son
les millors condicions per obtenir la maxima induccié de |'expressid de la
proteina del plasmidi. La prova consisteix en tractar petits cultius amb

diferents concentracions d’IPTG i fer-los créixer a temperatures diferents.

La prova ofereix la seglient informacié (Figura R31):
- La proteina de fusié Ckk2-as-GST presenta una mida aproximada
a les 66 kDa, consistent amb el sumatori de les masses moleculars
de Ckk2 (40 kDa) i GST (26 kDa).
- Les condicions optimes per la induccid son una temperatura de
320C i una concentracio de IPTG de 0,3 mM.

Sota les anteriors condicions, es va purificar la proteina de les céel-lules
BL21 Rosetta de E.coli. A cada pas de la purificaci6 es van prendre
aliquotes de mostra per avaluar |'eficiéncia de purificaci6 amb una tincié
d’un gel SDS-PAGE (Figura R32). La proteina va ser purificada amb éxit,

ja que la major part de la proteina s’ha concentrat en els eluits.
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Figura R31. Prova d’induccié d’expressiéo de pGEX-ckk2-as. Es compara mostres
tractades amb diferents concentracions d’IPTG i exposades a varies temperatures amb un
control negatiu en el que no s’ha induit I'expressié amb IPTG. Les mostres s’han corregut en
un gel SDS-PAGE i després s’ha tenyit aquest gel amb blau de Coomasie.
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Figura R32. Purificacio de la proteina Ckk2-as. S’han pres aliquotes a diferents parts del
protocol i s’han corregut en un gel SDS-PAGE que després s’ha tenyit amb blau de Coomasie.
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Validacio Ckk2-as.

Un cop purificada la proteina, el seglient pas va ser validar I'is de Ckk2-
as per utilitzar en assajos quinasa, mitjancant la fosforilacié d’un substrat
ja conegut de Ckk2 com Cmk1, el qual es fosforilat in vitro per Ckk2, com
ja s’ha vist en treballs anteriors del grup. Per tal de descartar que la
fosforilacié sigui causada per I'activitat intrinseca de Cmk1, es va utilitzar
la Cmk1-KA, una proteina que presenta una mutacié de lisina a alanina en
el centre catalitic que deixa a la quinasa inactiva. Com a control negatiu,
es va utilitzar la Cmk1-KATA, que a més de la mutacié en el centre catalitic,
presenta una mutacié que converteix la treonina fosforilada per Ckk2 a
alanina, de manera que s’elimina la diana de fosforilacio. L'assaig es va
realitzar afegint Ca?*/CaM perque Ckk2 es una quinasa dependent de
Ca?*/CaM, i, d'altra banda, s’ha utilitzat EGTA, un quelant de calci com
control negatiu de la reaccio. Els resultats de I'assaig demostren que Ckk2-
as fosforila in vitro Cmk1 i Cmk1-KA en presencia de calci (Figura R33).
La proteina mutada Cmk1-KATA, no mostra la fosforilacid, per tant, la

Ckk2-as fosforila a la Cmk1 en la treonina descrita.

Cmk1l Cmk1

Cmk1 KA KATA
Ca2+ + - + - + - —
CaM Q =
~x £
EGTA - + - + - O 0O

+

Figura R33. La proteina Ckk2-as fosforila Cmk1 in vitro. S’ha fet un assaig quinasa
utilitzant la proteina quinasa Ckk2 i les diferents formes de la proteina Cmk1 (wt, KA i KATA).
Cada assaig quinasa s’ha fet amb calci o amb EGTA com a control negatiu.

Assaig quinasa de Cgs1l amb Ckk2-as.

Per identificar si es produia fosforilaci6 de Cgsl per part de Ckk2, hem

realitzat un assaig quinasa utilitzant com a substrat I'immunoprecipitat
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obtingut de la soca Cgs1:HA. La rad d'utilitzar I'immunoprecipitat és que
en l'assaig de fosfoprotedmica no es poden identificar només substrats
directes, sind que també indirectes com a conseqlieéncia de la falta de
Ckk2. Per tant, vam utilitzar-lo per si es produien fosforilacions en
proteines que co-precipitaven amb Cgsl, que potser van ser les causants
de l'identificaci6 de Cgsl com a substrat en primer lloc. La proteina
Cgsl:HA es va immunoprecipitar, perdo no es va fosforilar per Ckk2-as
(Figura R34). El que si que es va identificar es una banda situada prop dels
75 kDa que només es troba en els carrils en els que no s’ha afegit EGTA,
indicant que la seva aparicié es producte de la fosforilacié per Ckk2-as.
Per tant, hi ha proteines que co-precipiten amb Cgsl1 que soén fosforilades
per Ckk2-as. Es va intentar també la immunoprecipitacié de la proteina
Pkal:HA per realitzar l'assaig quinasa, perd0 no es va poder
immunoprecipitar, tot i que es van utilitzar les mateixes condicions que es

van utilitzar per immunoprecipitar Cgs1.

o Cgs1:HAIP @ Cgs1:HAIP
(8] Q
2 Yes cacl, -G 2 YEes cacl, -G
EGTA & - + - + - + 5 - + - + - + EGTA
o s - =3 — %
.E it ---< Cgs1:HA

1 ol LAl T5P™

doiyy

Figura R34. La proteina Ckk2-as no fosforila Cgs1 in vitro. S’ha fet un assaig quinasa
utilitzant la proteina quinasa Ckk2 i la proteina inmunoprecipitada Cgs1:HA. La preséncia de
Cgsl s’ha marcat amb una fletxa negra. Els simbols — i + indiquen si s’ha afegit EGTA a
I’assaig quinasa. En vermell he marcat les bandes que apareixen només en abséncia de EGTA.
El volum en el que es va realitzar I'assaig s’ha dividit entre dues membranes: la membrana
de la dreta es va blotejar primer amb |'anticos HA (sobre) i després amb I’anticos tiofosfat
ester (sota).
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2.2. Inté6

En I'assaig de fosfo-protedmica mencionat als antecedents (Yance-Chavez,
2015) es va identificar Int6 com un possible substrat de Ckk2 en resposta
a una deprivacié nutricional per nitrogen. Aquesta proteina representa la
subunitat E del complex eIlF3 de S. pombe. El complex eIF3 esta implicat
en la sintesi de proteines i elF3e es la subunitat necessaria per formar un
sub-complex que esta encarregat de la sintesi de proteines en condicions
d’estrés (Shah et al., 2016). Encara no s’ha descrit si existeix una
interaccid entre les vies de Ckk2 i Inté a S. pombe, pero s’ha descrit que
la inhibicié de la CaMKK en mamifers, redueix l'inici de la traduccié cap-
depenent (Srivastava et al., 2012). Amb aquestes evidéncies, ens hem
preguntat si la sintesi de proteines podria estar afectada per I'activitat de

Ckk2 en condicions d’estres.

2.2.1. Analisi de la interaccio genetica entre Ckk2 i Int6.

Per analitzar si existeix una interaccidé funcional entre Int6 i Ckk2 es van
realitzar estudis d’interaccions genétiques entre aquests dos gens. Per
assolir aquest objectiu, es va analitzar la viabilitat de mutants simples i

mutants dobles de int6 i ckk2 en resposta a diferents estressos.

En resposta a un estres de calci, la soca Aint6 mostra una reduccié en la
viabilitat, mentre que la delecié de Ckk2 mostra resisténcia a I'estrés de
calci respecte a la soca wt (Figura R35). La eliminacioé de ckk2 en la soca
Aint6 no mostra canvis de viabilitat respecte al mutant senzill Aint6, i
continua mostrant una major sensibilitat al calci, indicant que la funcid de
Int6 és dominant o que Int6 juga un paper necessari per la resisténcia de

les cel-lules Ackk?2.

També es va analitzar la interaccid6 genetica del substrat de Ckk2 en

resposta al calci, Cmk1. La delecié de cmk1 en la soca Aint6 dona lloc a
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I'aparicié d’un fenotip intermedi, indicant que Cmk1 i Int6 responen al

estrés de calci de manera independent.

100 mM Caz2+ 200 mM Cazt+

wt

Ackk2
Acmk1
Ainté

Aint6 Ackk2
Aint6 Acmk1 [§

Figura R35. Int6 té un paper en la resposta al calci. Les soques wt (RA2227); Ackk2
(RA3658); Acmkl (RA3375); Aint6 (RA3647); Ackk2 Aint6 (RA3649) i Acmkl Aint6
(RA3834) van créixer en medi ric YES a 25°C. Es van efectuar els assajos de viabilitat en
plaques de medi ric YES que tenien les concentracions de clorur de calci indicades, i es van
deixar durant 3-4 dies a 32°C abans de prendre la foto.

Int6 esta implicat en la sintesi de proteines implicades en el transport
d’electrons a la mitocondria, i en la seva abséncia, les cel-lules canvien a
un metabolisme glucolitic (Shah et al., 2016). Per aquest motiu, en
concentracions molt baixes de glucosa, la soca Aint6 mostra una reduccio
en la viabilitat (Figura R36). La delecié de ckk2 en aquesta soca no causa
canvis en la seva viabilitat, indicant que la funcié de Int6 és necessaria i

és dominant sobre la funcié de Ckk2 en resposta a la deprivacio de glucosa.

YES 0.01% Glucose

wt

Ackk2lf N N K K X4
IV B ® & & %

W 00eH. °

Figura R36. La delecié de Int6 redueix la viabilitat de la soca Ackk2. Les soques wt
(RA2227); Ackk2 (RA3658); Aint6 (RA3647) i Ackk2 Aint6 (RA3649) van créixer en medi ric
YES a 25°C. Es van efectuar els assajos de viabilitat en plaques de medi ric YES que tenien
una concentracid de glucosa normal (3%) i una amb una concentracié de 0,01%. Les plaques
es van deixar durant 3-4 dies a 32°C abans de prendre la foto.

2.2.2. Analisi de I'expressio de Int6 en abséncia de Ckk2.

Després de veure la importancia de Int6 per la resposta a estrés de calci i
deprivacidé de glucosa, es va analitzar I'impacte d’aquests estressos sobre

els nivells de proteina de Int6 (Figura R37). En resposta a calci i a glucosa,
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els nivells de Int6 no varien, ni s‘'observen alteracions post-traduccional

com fosforilacio.

Ackk2
Int6-HA Int6-HA

PE—— S S S e | Int6-HA

- — — Wi s e s | DSTAIR

Figura R37. Els nivells de Int6 es mantenen estables en resposta a estrés de calci o
deprivacio de glucosa. Les soques Int6:HA (RA3670) i Int6:HA Ackk2 (RA3708) van ser
crescudes a 25°C i després van ser tractades amb 100 mM CaCl, durant 1 hora o van ser
deprivades durant 6 hores en baixes concentracions de glucosa abans de prendre la mostra.

2.2.3. Analisi dels nivells de Ckk2 dependent de Int6

Si tenim en compte els fenotips observats en estrés de calci i deprivacio
de glucosa, sembla que I'abséncia o presencia de Ckk2 és indiferent per la
soca Aint6. Aquesta situacid podria estar causada per una possible
regulacié dels nivells de Ckk2 per part de Int6. Ja hem mencionat amb
anterioritat que els nivells de Atfl estan regulats per I'activitat iniciadora
de la traduccidé associada a eIF3 (Udagawa et al., 2006). La pregunta que
ens vam fer, doncs, és si Int6 regula I’'expressié de proteina de Ckk2. S'ha
observat que la delecié de Int6 causa un increment en els nivells de
proteina Ckk2, indicant que Int6 regula de manera negativa els nivells de
Ckk2 (Figura R38).

Ainté

E

Figura R38. Ckk2 es veu augmentada
en la soca Aint6. Les soques Ckk2:HA
Ckk2:HA (RA3527) i Ckk2:HA Aint6 (RA3865) van
ser crescudes a 25°C i després van ser
tractades amb 100 mM CaCl> durant 1

a-Tubulina hora.
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L'increment d’expressido de Ckk2 no encaixa amb la funcié de sintesi de
proteines associada al complex eIF3. La subunitat Int6 esta associada a la
traduccid de transcrits més especifics de resposta a estrés (Zhou et al.,
2005) pero també és necessaria per la funcié del proteosoma (Yen et al.,
2003). Per tant, I'increment de Ckk2 observat en la soca Aint6 podria ser
degut a un descens en l'activitat del proteosoma. Per comprovar aix0, es
van tractar les cel-lules Ckk2:HA amb bortezomib (BT), un inhibidor del
proteosoma que ja s’ha utilitzat amb anterioritat a S. pombe (Takeda et
al., 2011) (Figura R39) i es va observar un increment de proteina Ckk2 en
les mostres tractades amb aquesta droga. Per tant, la funcié del

proteosoma regula negativament els nivells de Ckk2.

wt Ckk2:HA

- o & | Ckk2:HA

Tubulina

Figura R39. Ckk2 es veu augmentada en inhibir el proteosoma. Les soques wt
(RA2227) i Ckk2:HA (RA3527) van ser crescudes a 25°C i després van ser tractades amb 50
UM de bortezomib durant 3 hores.

2.2.4. Analisi de l'efecte de I'absencia de Ckk2 sobre la

funcio de Int6.

Int6 va ser descrit com un substrat de Ckk2. Com no s’havia identificat
cap modificacié en la proteina Int6é dependent de la preséncia de Ckk2,
ens vam preguntar si Ckk2 podria afectar a la funcié de Int6, mirant si es
veia afectada la traduccié d’algun substrat ja descrit. El substrat de Int6
gue es va escollir va ser Atf1, ja que la seva sintesi es dependent de Int6
(Udagawa et al., 2006). Per fer aix0, el gen atfl va ser fusionat amb

I'epitop HA i els nivells d'aquesta proteina es van analitzar en soques wt,
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Ackk2 i Aint6 (Figura R40). Els nivells d’Atfl no varien en resposta a un
estres de calci durant 2 hores en la soca wt ni en la soca Ackk2. En canvi,
en la soca Aint6 s’observa una reduccié en condicions normals, perd un
cop s’afegeix el calci, la reduccié és encara més gran, indicant que la
traduccio d’Atfl en resposta al calci depén de la funcio de Int6.
Ackk2 Aint6
Atf1-HA  Atfl-HA  Atfl-HA
o 12 0 1 2 0 1 2

Figura R40. Int6 regula I'expressio d’Atfl en resposta a un estrés de calci. Les soques
Atf1:HA (RA3026); Atfl1:HA Ackk2 (RA4244) i Atf1:HA Aint6 (RA4041) van ser crescudes a

250°C i després van ser tractades amb 100 mM CaClz. Es van prendre mostres a les 1 i 2
hores d’exposicio.

Atfl1-HA

PSTAIR

2.2.5. Assaig quinasa de Int6.

Per determinar si Ckk2 fosforilava directament a Int6, es va
inmunoprecipitat aquesta proteina fusionada a I'epitop HA (Int6-HA), i es
va realitzar un assaig quinasa utilitzant la proteina quinasa recombinant
Ckk2-as. El resultat de I'assaig mostra que Ckk2 no fosforila directament
a Int6 (Figura R41). D’altra banda, es va detectar una banda en
I'immunoprecipitat sense estrés situat en un rang d’entre 37 i 50 kDa, que
podria indicar una proteina que co-precipita amb Int6 que es fosforilada
per Ckk2.
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Int6-HA Ackk2 Int6-HA Ackk2
YES Cazt+ YES Ca2t
EGTA - + - + EGTA - + - +
- M
-k v ts
Mg
P - <« Int6-HA
Diana +— . «© . -
Anti-thiophosphate Anti-HA

Figura R41. Int6 no és fosforilat per Ckk2-as in vitro. Assaig quinasa utilitzant la
proteina Ckk2-as com a quinasa i l'inmunoprecipitat de Int6-HA amb epitops HA com a
substrat. L'extracte per I'inmunoprecipitat es va obtenir de cultius crescuts en medi ric i
cultius tractats amb clorur de calci. L'assaig quinasa es va realitzar afegint clorur de calci o
EGTA com a control negatiu.

2.3. GadS8

Gad8 és una quinasa que ha sigut identificada com a substrat de Ckk2 en
un assaig de fosfopéptids en condicions d’estrés de calci (Yance-Chavez,
2015). Aquesta proteina és I'homologa de AKT de H. sapiens a S. pombe i
és substrat de TORC2. El residu identificat com a fosforilat en aguest assaig

va ser la treonina 387 d’aquesta proteina.

En treballs anteriors del grup, s’ha descrit una sequéncia consens de
fosforilacid per la CaMKK (LXTXCG[T/S]PXY), on la primera treonina de la
seqliéncia, que es troba en el bucle catalitic de les quinases substrat, es
la que resulta fosforilada (Yance-Chavez, 2015). Gad8 també presenta el
consens de fosforilacio6 per CaMKK, quan s’alinea amb substrats ja
identificats de CaMKK (Figura R42) com la Cmkl de S. pombe T192 i la
T177 de CaMKI de H. sapiens. En aquest consens, s’identifica de nou la
T387 de Gad8.
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Figura R42. El residu T387 es troba dins la seqiiéncia consens de fosforilacié per
CaMKK de Gad8. S’ha alineat la seqiéncia de Gad8, Cmk1 i la CaMKI de H. sapiens amb el
programa bioinformatic Clustal Omega.

Per tant, el residu T387 s’ha identificat com un possible residu diana de la
Ckk2 a la proteina Gad8. Altres grups han desenvolupat anticossos
especifics que poden detectar la fosforilacié d’aquest residu. Per identificar
si la fosforilacié d’aquest residu en resposta a un estres de calci depén de
la presencia de Ckk2, es va analitzar la fosforilacié de Gad8 en soques wt
i Ackk2 (Figura R43). La fosforilacié d’aquest residu es veu incrementada
en resposta a una exposicidé aguda a calci. L'increment de la fosforilacié en

resposta a calci, pero, es veu una mica reduit en la soca Ackk2.

wt Ackk2

Ca2+
Ca2+

0
i
>

n
18]
>

Gad8-T387-P

PSTAIR

Figura R43. La fosforilacio del residu T387 en resposta a calci es redueix en
abséncia de Ckk2. Les soques wt (RA2227) i Ackk2 (RA3658) han crescut en medi ric a
250°C i després s’han tractat o no amb clorur de calci 100 mM durant 1 hora.

2.3.1. Analisi de la interaccio geneética entre Gad8 i Ckk2 en

resposta a calci.

Després de veure l'efecte de I'abséncia de Ckk2 sobre la fosforilacié de
Gad8, es va voler identificar I'efecte de la pérdua de Gad8 i del seu
activador upstream Torl, en un assaig de viabilitat de resposta a estrés
de calci (Figura R44). La pérdua de Gad8 i de Torl fa que Ackk2 perdi el

fenotip de resisténcia a I'estrés de calci respecte a la soca wt que tenia, i
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fins i tot, adquireixi una major sensibilitat. Tot i que la pérdua de viabilitat

es major en la soca Agad8.

YES 50 mM CacCl, 75 mM CaCl,

Agad8 Ackk2 | & & &
Agad8 f = = B8

wt fF K XK B

Ackk? CX K ER N
Ator] L X K K XS

Atorl Ackk2 \.000&

Figura R44. La péerdua de Gad8 causa la pérdua de la resisténcia de la soca Ackk2.
Les soques wt (RA2227); Ackk2 (RA3658); Agad8 (RA4365); Agad8 Ackk2 (RA4375); Atorl
(RA1869) i Ator1 Ackk2 (RA3876) han crescut en medi ric a 25°C. Es van efectuar els assajos
de viabilitat en plaques de medi ric YES que tenien les concentracions de clorur de calci
indicades, i es van deixar durant 3-4 dies a 32°C abans de prendre la foto.

2.3.2. Analisi de la fosforilaci6o de Gad8 en deprivacié

nutricional en abséncia de Ckk2.

La quinasa Gad8 esta implicada en la resposta nutricional, i a través del
residu S546, controla el procés de diferenciacido sexual (Martin et al.,
2017). Com s’ha analitzat la diferenciacié sexual en la soca Ackk2 i s’ha
observat que Ckk2 participaria en la inhibicié de la esporulacid, i que Ckk2
incrementa els seus nivells de proteina en resposta a deprivacio
nutricional, ens vam si Ckk2 podria participar o regular la fosforilacié dels

residus de Gad8, tant T387 com S546, en resposta a estrés nutricional.

Els nivells de fosforilacio del residu T387 es mantenen constants en els
120 minuts de deprivacio de glucosa i de nitrogen independentment de la
preséncia de Ckk2 (Figura R45).

També es va analitzar la fosforilacié en el residu S546 de gad8, el qual es
fosforila pel complex TORC2 en soques wt i Ackk2. La fosforilacié en el
residu S546 desapareix en els primers minuts de deprivacio de glucosa, i
es comenga a recuperar de manera molt paulatina a partir dels 30 minuts

(Figura R46). Per altra banda, en abséncia de Ckk2, la proteina sembla
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estar més fosforilada a temps 0 i, a més, la recuperacié de la fosforilacié
encara que també comencga a partir dels 30 minuts, es més rapida que la

recuperacid en la soca wt.

Tiempo (Min) -G o in 2
Thr387-P

PSTAIR

Thr387-P

PSTAIR

Figura R45. La fosforilacio del residu T387 en resposta a la deprivacié de glucosa i
nitrogen es manté invariable independentment de la preséncia de Ckk2. Les soques
wt (RA2227) i Ackk2 (RA3658) han crescut en medi minim a 25°C i després s’han fet els
canvis de medi per deprivar de nitrogen o glucosa durant dues hores.

wt Ackk2
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5
0
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Figura R46. La recuperacio de la fosforilaci6 del residu S546 en resposta a la
deprivacio de glucosa es més rapida en la soca Ackk2. Les soques wt (RA2227) i Ackk2
(RA3658) han crescut en medi minim a 25°C i després s’han fet els canvis de medi per
deprivar glucosa durant dues hores.

Es va realitzar el mateix analisi en abséncia de nitrogen. Els nivells de
fosforilacid6 de S546 presenten petites fluctuacions en els seus nivells
independentment de la preséncia de Ckk2 (Figura R47). D'altra banda,
també s’observa una major fosforilaciéo d’aquest residu en el temps 0 en
absencia de Ckk2.
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Figura R47. La fosforilacié del residu S546 no varia en resposta a la deprivacié de
nitrogen. Les soques wt (RA2227) i Ackk2 (RA3658) han crescut en medi minim a 25°C i
després s’han fet els canvis de medi per deprivar de nitrogen durant dues hores.

S’ha descrit que la fosforilaci6 de S546 es necessaria pel procés de
diferenciacio sexual. El resultat de I'increment d’aparellament en la soca
Ackk2 i l'increment de fosforilacié del residu S546 a temps 0, va portar a
preguntar si l'augment de l'index d’aparellament observat es deu a
I'increment de fosforilacié observat del residu S546. Per respondre la
pregunta, es van utilitzar soques que presenten mutacions en aquest
residu de Gad8 que eviten la seva fosforilacié per TORC2 (gad8-S546A) i
es va generar un doble mutant gad8-S546A Ackk2 (Figura R48). La
mutacié S546A es capac¢ de reduir la diferenciacié sexual i també
converteix en minima la diferenciacié sexual en la soca Ackk2, indicant
que l'increment de I'aparellament en la soca Ackk2 és degut a l'increment
de la fosforilaci6 del residu S546 de Gad8.

Davant aquests resultats que impliquen alteracions en els dos residus
fosforilables de Gad8, es va analitzar la interaccid genética del doble
mutant d’aquests residus de fosforilaci6 amb Ackk2. Es va analitzar la
viabilitat d’aquests dobles mutants en deprivacié de glucosa i en estrés de
calci (Figura R49). També es va introduir el mutant ksg1-208, ja que tal
com s’ha indicat a la introduccié, la quinasa Ksg1l fosforila el residu T387
de Gad8. En resposta a concentracions molt baixes de glucosa, els fenotips
generats per les mutacions dels residus de Gad8 sén dominants en els
dobles mutants. 2. Aquests resultats ens indicarien que per la resposta de
glucosa és absolutament necessaria la fosforilaci6 de Gad8 en el residu

T387 i que aquesta no es veu afectada per Ckk2. En resposta a calci, pero,
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en els dobles mutants s‘observa un fenotip intermedi entre els mutants
dels residus de Gad8 i Ackk2, indicant que la funcié de Ckk2 i Gad8 en la

resposta a calci s’efectua a través de vies diferents.

*kkk
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20+

index de Mating (%)
o
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~
43

Figura R48. L'increment de mating observat en la soca Ackk2 es deu a un increment
en la fosforilaci6 de Gad8-S546. Les soques heterotal-liques h°® wt (RA0743); Ackk2
(RA3662); gad8-S546A (RA3559) i gad8-S546A Ackk2 (RAXX) han sigut plaquejades en
plagues SSA durant 48 hores i després s’ha quantificat el nombre d’espores per calcular
I'index de mating. * indica p-valor < 0,05 i **** indica p-valor < 0,0001.

0,01% glucosa 50 mM Ca?+ 75 mM Ca2+

ksg1-208

Ackk2 ksg1-208
gad8-T387A

Ackk2 gad8-T387A
Ackk2

wt

Ackk2 gad8-S546A
gad8-S546A &

Figura R49. Analisi de la viabilitat del mutant gad8-T387A. Les soques wt (RA2227);
Ackk2 (RA3658); gad8-T387A (RA3558); gad8-T387A Ackk2 (RA4605); gad8-S546A
(RA3559); gad8-S546A Ackk2 (RA4479); ksg1-208 (RA3561); ksg1-208 Ackk2 (RA3920)
han crescut en medi ric a 25°C. Es van efectuar els assajos de viabilitat en plaques de medi
ric YES que tenien les concentracions de clorur de calci indicades, i es van deixar durant 3-4
dies a 32°C abans de prendre la foto.
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3. Nou analisi de substrats de la quinasa Ckk2.

Paral-lelament a I'analisi dels substrats identificats en un primer assaig de

fosfopeptids depenents de Ckk2, es va repetir I'assaig de fosfopéeptids.

Es van obtenir els extractes proteics de soques wt i Ackk2 en diferents
situacions: sense estrés, en estrés de calci i en deprivacidé de nitrogen. Els
extractes proteics van ser digerits i llavors es va fer un enriquiment de
fosfopéptids. La fraccié enriquida es va analitzar per espectrometria de

masses (Protedmica del Parc Cientific).

Les dades obtingudes es van analitzar exhaustivament, centrant-se en els
residus identificats més que en les proteines enriquides. Els llistats sencers
dels residus identificats que es trobaven fosforilats a la soca wt i no en la
soca Ackk2 es troben en les taules de l'annex. La llista de substrats
obtinguda s’ha analitzat amb el programa DAVID per identificar aquells
conjunts de gens que estan sobre-representats, amb respecte del total de

processos i proteines.

3.1. Identificacio dels substrats de Ckk2 activada pel

calci.

Els extractes analitzats van ser incubats en medi ric i van ser exposades
durant una hora amb calci. Es van identificar aquells residus que es
trobaven fosforilats a la soca wt i no estan fosforilats a la soca Ackk2,
detectant-se 748 péptids en 524 proteines diferents (Taula Annex 1). Es
van identificar proteines implicades en una gran varietat de processos, i
entre els més sobre-representats es troben la transduccidé de senyals,
I’endocitosi, I'organitzacié de I'actina, la regulacié de I'activitat GTPasa, la

polaritat, la regulacié de la transcripcid i la transicié G2/M (Taula R1).
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Biological Process GO Term

G0:0007165~signal transduction

GO0:0035556~intracellular signal transduction
G0:0006897~endocytosis
G0:0043087~regulation of GTPase activity

G0:0000917~barrier septum assembly

GO0:0071963~establishment or maintenance of cell polarity regulating cell shape

G0:0045944~positive regulation of transcription from RNA polymerase II promoter

G0:0000147~actin cortical patch assembly

G0:0010971~positive regulation of G2/M transition of mitotic cell cycle
GO0:0043547~positive regulation of GTPase activity

Taula R1. Classificacié dels substrats identificats segons el procés biologic en
I'activacio per calci. La llista s’ha obtingut de I'analisi funcional del Biological Process pel
programa DAVID. En aquesta taula s’observen els 10 processos més sobre-representats amb
major significacié estadistica.

Les proteines identificades com a substrat es troben ubicades a diferents
localitzacions (Taula R2), trobant-se la majoria al citoplasma (36%). No
obstant, hi ha altres proteines que es localitzen en el punt de divisié

cel-lular (anell contractil o septe) o a I’'extrem de la cel-lula.

Cellular Compartment GO Term

G0:0032153~cell division site
GO0:0051286~cell tip
G0:0015630~microtubule cytoskeleton
G0:0030428~cell septum

GO0:0005826~actomyosin contractile ring
G0:0030479~actin cortical patch
GO0:0005737~cytoplasm
G0:0051285~cell cortex of cell tip
G0:0035839~non-growing cell tip
G0:0035838~growing cell tip

Taula R2. Classificacio dels substrats identificats segons la localitzacié cel-lular en
I'activacio per calci. La llista s’ha obtingut de I’analisi funcional del Cellular Compartment
del programa DAVID. En aquesta taula s‘observen les 10 localitzacions més sobre-
representats amb major significacié estadistica.
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3.2. Identificacio dels substrats de Ckk2 en resposta a

la deprivacio de nitrogen.

Els cultius de les soques wt i Ackk2 es van créixer en medi minim i després
es van transferir a un medi sense nitrogen. A les 24 hores es van prendre
les mostres. Dels extractes proteics obtinguts es van identificat els residus
gue estaven fosforilats en wt durant la deprivaciéo de nitrogen i no ho

estaven en la soca Ackk?2.

Es van detectar 453 peéptids fosforilats en wt que no estaven fosforilats a
la soca Ackk2 en 374 proteines diferents (Taula Annex 2). S’ha identificat
proteines implicades en una gran varietat de processos, i entre els més
sobre-representats es troben I'acoblament dels nodes d’actina del cortex,
I'organitzacié dels filaments d‘actina, la transcripcié |'endocitosi i la

transduccié de senyals (Taula R3).

Biological Process GO Term

G0:0000147~actin cortical patch assembly
GO:0006351~transcription, DNA-templated
G0:0006897~endocytosis

G0:0007015~actin filament organization
GO0:0007165~signal transduction
GO:0006355~regulation of transcription, DNA-templated

GO:0006886~intracellular protein transport

G0:0030100~regulation of endocytosis
G0:0043087~regulation of GTPase activity

GO:0006357~regulation of transcription from RNA polymerase II promoter

Taula R3. Classificaciéo dels substrats identificats segons el procés biolagic en
resposta a la deprivaciéo de nitrogen. La llista s’ha obtingut de I'analisi funcional del
Biological Process pel programa DAVID. En aquesta taula s’observen els 10 processos més
sobre-representats amb major significacié estadistica.

Les proteines identificades com a substrat es troben ubicades a diferents
localitzacions (Taula R4): I'extrem cel-lular, el patch cortical d’actina, el
lloc de divisid cel-lular, I'anell contractil, el complex Arp2/3, I'endosoma i

el citoplasma.
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Cellular Compartment GO Term

G0:0051286~cell tip
G0:0030479~actin cortical patch
G0:0032153~cell division site
G0:0015630~microtubule cytoskeleton

G0:0005826~actomyosin contractile ring
G0:0005885~Arp2/3 protein complex
G0:0035838~growing cell tip
G0:0005768~endosome
G0:0005737~cytoplasm

G0:0010494 ~cytoplasmic stress granule

Taula R4. Classificacio dels substrats identificats segons la localitzacié cel-lular en
resposta a la deprivaciéo de nitrogen. La llista s’ha obtingut de I'analisi funcional del
Cellular Compartment del programa DAVID. En aquesta taula s’observen les 10 localitzacions
més sobre-representats amb major significacié estadistica.

3.3. Identificacio dels substrats de Ckk2 sense estreés.

Els extractes analitzats han crescut en condicions de cultiu de medi ric i
hem identificat aquells residus que no es trobaven fosforilats a la soca wt

i si estan fosforilats a la soca Ackk2.

Es van detectar fins a 389 peéptids fosforilats en wt que no estaven
fosforilats a la soca Ackk2 en 335 proteines diferents (Taula Annex 3). Es
van identificar proteines implicades en una gran varietat de processos, i
entre els més sobre-representats es troben la regulacio de la transcripcid
i remodelacid6 de la cromatina, la localitzacidé cel-lular, l'acoblament i
localitzacié del patch cortical d’actina, la via MAPK, la polaritat i el

plegament de proteines de novo (Taula R5).
Les proteines identificades com a substrat (Taula R6) es troben a la

cromatina, I'extrem de la cél-lula, I'anell contractil i el lloc on es produeix

la divisid, el patch cortical d’actina, el fus mitotic i els microtubuls.

148



RESULTATS

Biological Process GO Term
GO0:0006355~regulation of transcription, DNA-templated
GO0:0006351~transcription, DNA-templated

G0:0034613~cellular protein localization
G0:0006338~chromatin remodeling

G0:0000147~actin cortical patch assembly
G0:0051403~stress-activated MAPK cascade

G0:0016569~covalent chromatin modification

GO0:0071963~establishment or maintenance of cell polarity regulating cell shape

G0:0051666~actin cortical patch localization

G0:0051083~'de novo' cotranslational protein folding

Taula R5. Classificacio dels substrats identificats segons el procés biologic. La llista
s’ha obtingut de I'analisi funcional del Biological Process pel programa DAVID. En aquesta
taula s’observen els 10 processos més sobre-representats amb major significacié estadistica.

Cellular Compartment GO Term

G0:0000790~nuclear chromatin
G0:0051286~cell tip

G0:0005826~actomyosin contractile ring
G0:0032153~cell division site
G0:0035838~growing cell tip
G0:0030479~actin cortical patch
G0:0005886~plasma membrane
G0:0044732~mitotic spindle pole body
GO:0051285~cell cortex of cell tip
G0:0015630~microtubule cytoskeleton

Taula R6. Classificacio dels substrats identificats segons la localitzacié cel-lular. La
llista s’ha obtingut de I'analisi funcional del Cellular Compartment del programa DAVID. En
aquesta taula s’observen les 10 localitzacions més sobre-representats amb major significacio
estadistica.

3.4. Analisi dels residus identificats en l'assaig de

fosfoproteomica en els substrats estudiats.

Hem creuat els substrats que estavem intentant validant del primer assaig

de fosfoproteomica amb els resultats obtinguts en aquest assaig. A
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continuacio es presenten els possibles llocs de fosforilacid de Ckk2 en els

substrats estudiats.

3.4.1. Cgsl1/Pkal i substrats relacionats amb Cgs1/Pkal

La fosforilacié de Cgs1 en el residu S52 ha sigut identificada en |'activacio
de Ckk2 per calci.

La fosforilacié de Pkal en el residu S350 ha sigut identificada sense aplicar
cap estrés al cultiu i en l'activacié per calci. Una altra fosforilacié en la

posicié S17 s’ha identificat en la resposta a la deprivacié de nitrogen.

S’ha analitzat la fosforilacié de components que participen en l'activacié
de la Pkal. L'adenilat ciclasa Cyrl, fosforila S1572 en condicions de
creixement sense estrés i T1568 i S1579 en condicions de deprivacié de
nitrogen. Gitl1, que forma part de la proteina G trimerica que activa Cyrl,

esta fosforilada en els residus S43 i S45.

3.4.2. Int6 i substrats relacionats amb Inté6

No s’ha detectat la fosforilacié de Int6 en cap de les condicions. Si que s’ha
identificat la fosforilacié del residu S92 de Moel, la proteina que co-

precipita amb Int6.

3.4.3. Gad8 i substrats relacionats amb GadS8

La fosforilacido de Gad8 s’ha detectat només en condicions d’activacidé per

calci en els residus S41 i S44.

El substrat de Gad8, Fkh2, en condicions de cultiu sense estrés, presenta
fins a 5 fosforilacions en els residus T366, T369, T378, S430, S435. Les
fosforilacions de S430 i S435 es descriuen també en condicions d’estrés

de calci.
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4. Ckk2 i el citoesquelet d’actina.

4.1. Analisi de la distribucio de actina en mutants
Ackk?2.

Les latrunculines sén un compost que s’ha utilitzat per analitzar la divisid
cel-lular des del punt de vista dels microfilaments d’actina, ja que sén
capaces de inhibir la polimeritzacié dels monomers d‘actina en
microfilaments a S. pombe (Chen et al., 2008) (Chen et al., 2015). Degut
a que, en estudis inicials es va observar que les cél-lules Ackk2 sén
sensibles a latrunculina i el fet que s’han identificat components implicats
en l'organitzacid del citoesquelet d'actina en estudis de fosfo-protedmica,
es va decidir realitzar estudiar el possible paper que té Ckk2 en el

funcionament del citoesquelet d’actina.

Per observar si Ckk2 causava canvis en la distribucié d’actina es va generar
la soca Ackk2 actl-Lifeact-mCherry, que ens permetria observar en el
microscopi de fluorescencia el citoesquelet d’actina i es compararia amb
una soca wt actl-Lifeact-mCherry. En aquest treball, es van exposar
ambdues soques a un estrés de calci i una deprivacié de nitrogen. En
resposta a l'activacidé per calci (Figura R50), no s’observen diferéncies en

la formacid dels cables d’actina entre la soca wt i la soca Ackk2.

La deprivacid de nitrogen durant 24 hores provoca l'aturada de la divisid
cel-lular, i en analitzar I'organitzacié de I'actina, s’observa en la soca wt
I'acumulacié en pocs focus intensos i situats al cortex. Aquests focus es
coneixen com patches corticals d’actina (actin cortical patches). D'altra
banda, en delecionar ckk2, |'actina es concentrava en focus més petits i

dispersos per la cél-lula (Figura R51).
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YES

Ackk2

Figura R50. Ckk2 no regula la funcié del citoesquelet d’actina en resposta a calci.
Les soques actl-Lifeact-mCherry (RA4423) i Ackk2 actl-Lifeact-mCherry (RA4425) han
crescut en medi ric a 25°C i després s’han tractat o no amb clorur de calci 100 mM durant 1
hora.

wt Ackk2

Figura R51. La delecié de ckk2 desorganitza les acumulacions d’actina del cortex
cel-lular. Les soques actl-Lifeact-mCherry (RA4423) i Ackk2 actl-Lifeact-mCherry
(RA4425) han crescut inicialment en medi minim a 25°C i després s’han transferit a un medi
sense nitrogen, on han crescut durant 24 hores a 25°C.
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4.2. Caracteritzacio de l'efecte del tractament de

Latrunculina B.

Davant la sensibilitat a latrunculina B observada en la soca Ackk2, ens
vam preguntar si la Ckk2 sofriria canvis en els seus nivells o estat. No
obstant, el tractament agut durant 1 hora amb latrunculina B no es van

observar canvis en els nivells de Ckk2 (Figura R52).

)
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Figura R52. Ckk2 no es veu afectada per I'’exposicié aguda a latrunculina B. La soca
Ckk2:HA (RA3527) ha crescut en medi ric a 25°C i després s’ha tractat o no amb Latrunculina
B (10 pM) o DMSO durant 1 hora.

En l'apartat anterior hem observat com I'activacié amb calci no impedeix
la formacié de cables d’actina i I'acumulacié d’aquesta en els pols. En
tractar amb diferents concentracions de latrunculina B, l'actina deixa de
formar cables i passa a disposar-se en petits focus o patches situats per
tot el citoplasma (Figura R53). També s’observa com s’esta intentant
formar I'anell contractil cap al centre de la cél-lula. No hi ha gaires

diferéncies entre la soca salvatge i la Ackk2.

Per veure l'efecte de la latrunculina en la divisio cel-lular de les cél-lules
Ackk2, es van tenyir les cél-lules de les soques wt i Ackk2 amb calcofluor,
un agent que s’uneix als polisacarids de la paret cel-lular, remarcant
especialment aquelles zones on es formen els septes. En la soca Ackk2 es
comenga a observar una reduccié en la septacié a una concentracio de 1
MM de LatB, (Figura R54) que arriba a la maxima diferéncia amb la soca
wt a 2 PM. La reducci6 en la septacid, no s’‘observa en la soca salavatge
fins arribar a una concentracio de 3 uM. Aquesta observacié ens indica que

es produeix una reduccio en la divisid cel-lular en la soca Ackk2.
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1 uM LatB

Figura R53. Organitzacio del citoesquelet en resposta a latrunculina B. Les soques
wt actl-Lifeact-mCherry (RA4423) i Ackk2 actl-Lifeact-mCherry (RA4425) van ser crescudes
en medi ric a 25°C i després van ser tractades amb latrunculina B a les concentracions
indicades durant 4 hores a la mateixa temperatura. Posteriorment, es van tractar les cel-lules
amb calcofluor abans de ser observades al microscopi.

Ackk2

1 pM LatB
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Concentracio de LatB

Figura R54. La soca Ackk2 mostra una reduccié en lI'index de septacid. Les soques wt
actl-Lifeact-mCherry (RA4423) i Ackk2 actl-Lifeact-mCherry (RA4425) van ser crescudes
en medi ric a 25°C i després van ser tractades amb latrunculina B a les concentracions
indicades durant 4 hores a la mateixa temperatura. Posteriorment, es van tractar les cél-lules
amb calcofluor abans de ser observades al microscopi.
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També es va observar el nombre de nuclis que hi ha presents en aquestes
mateixes soques (Figura R55). A la soca wt, una gran majoria de cél-lules
presenta 2 nuclis i una petita quantitat de 4 nuclis. D'altra banda, a la soca
Ackk2 es veuen també una quantitat similar de cél-lules amb 2 nuclis, pero
en aquest cas, la proporcié de cél-lules tetranucleades es triplica amb
respecte de la soca salvatge. Aquest resultat indica que la divisié nuclear
esta accelerada en la soca Ackk2, i podria ser una evidéncia de la

desregulacié d’un checkpoint que es troba activat en la soca wt.

Ackk2
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Figura R55. La soca Ackk2 mostra una desregulacio de la divisio nuclear. Les soques
actl-Lifeact-mCherry (RA4423) i Ackk2 actl-Lifeact-mCherry (RA4425) van ser crescudes
en medi ric a 25°C i després van ser tractades amb latrunculina B a les concentracions
indicades durant 4 hores a la mateixa temperatura. Posteriorment, es van tractar les cel-lules
amb DAPI abans de ser observades al microscopi.
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4.2.1. EIl tractament amb sorbitol reverteix el fenotip de

sensibilitat a Latrunculina B en la soca Ackk2.

En el darrer assaig de fosfo-protedmica que s’ha dut a terme, s’ha observat
una sobre-representacié de dianes que estan implicades en processos com
I’endocitosi o la formacié de patches corticals d’actina. Aquests patches
estan formats per actina proteines associades a |’'actina que quan son
mutades, afecten al procés d’endocitosi (Munn et al., 1995)(Moseley &
Goode, 2006). Les drogues de la familia de la latrunculina tenen la
capacitat d’inhibir la endocitosi (Gachet & Hyams, 2005). Per un altre
costat, el tractament amb sorbitol redueix la turgéncia necessaria per
realitzar processos d’endocitosi i és capag de restablir-la en mutants que
tenen una funcié endocitica reduida (Basu et al., 2014). Tenint en compte
aquests resultats, ens vam preguntar si Ckk2 esta associada a la regulacié
del citoesquelet d’actina o al procés d’endocitosi i si el sorbitol seria capag
de revertir la sensibilitat a latrunculina B en aquesta soca. Per esbrinar-

ho, es van fer plaques que contenien latrunculina B amb i sense sorbitol.

Es va realitzar un assaig de viabilitat utilitzant una soca wt i una soca
Ackk2, i es va constatar que, mentre que |'adici6 de sorbitol durant
I’'exposicid a la latrunculina incrementa la viabilitat de les dues soques, el
major increment de la viabilitat s'observa en la soca Ackk2, que ara mostra
un creixement similar al de la soca salvatge, indicant que és possible que
la Ckk2 tingui una funcié en la endocitosi (Figura R56).

1,5 uM LatB

YES 0,2 M Sorbitol 1,5 uM LatB 0,2 M Sorbitol

£y

Figura R56. La sensibilitat de Ackk2 a latrunculina B es reverteix en afegir sorbitol.
Les soques wt (RA2227) i Ackk2 (RA3658) van ser crescudes en medi ric (YES) liquid a 25°C
i es van fer assajos de viabilitat en plaques de medi ric YES que contenia les concentracions
indicades de sorbitol i/o latrunculina B (Lat B) o DMSO. Els assajos es van deixar créixer
durant 3-4 dies a 25°C abans de prendre la imatge.
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Discussio

1. Ckk2 i la deprivacioé nutricional

1.1. Funciod de Ckk2 en deprivacio nutricional.

En aquest treball, s’'han analitzat noves funcions de la Ckk2. L'elevat
increment dels nivells de Ckk2 en condicions de deprivacid nutricional ens
va portar a estudiar la importancia d’aquest increment. Primer, es va
estudiar si la preséncia de Ckk2 era necessaria per la supervivencia o per
I’entrada en la fase de quiescéncia, en condicions de deprivacié nutricional.
Els resultats ens han indicat que tant la supervivéncia com el ritme de
creixement en deprivacié de nitrogen no mostren diferéncies entre la soca
Ackk2 i la soca wt. Per tant, Ckk2 no esta implicada en l'entrada a la
guiescencia, ja que lI'abséncia de proteines implicades en aquest procés
dona lloc a la pérdua de viabilitat en les primeres hores de la deprivacio
de nitrogen (Sajiki et al. 2009) i tampoc és necessaria per mantenir la

supervivéncia, un cop s’entra en la fase de quiescéncia.

En el cas de la supervivéncia en condicions de deprivacié de glucosa, hem
observat que la supervivéncia de les cél-lules Ackk2 que s’estan incubant
a una concentracio de 0,01% de glucosa en medi ric és redueix. Per aixo,
Ckk2 esta participant d’alguna manera en el manteniment de la viabilitat
de la soca en deprivacié de glucosa. Com s’ha explicat en la introduccid,
en mamifers, I'activacié d’AMPK per CaMKK esta associat al control de la
homeostasi de glucosa. A S. pombe, s'ha observat una reduccié en la
viabilitat de les soques Asspl i Assp2, aquesta segona sent ortologa
d’AMPK, en créixer a concentracions baixes de glucosa (Chen et al., 2017).
Donat que aquestes soques mostren sensibilitat a concentracions més
elevades de glucosa que la soca Ackk2 i, a més, un fenotip de reduccié en
la divisié cel-lular, és possible que la menor sensibilitat observada per

I'abséncia de Ckk2 sigui causada a una menor activitat d’AMPK.
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La resposta a la deprivacido de glucosa per part de les cél-lules activa
mecanismes de restriccio calorica que allarguen 'esperanca de vida (Zuin
etal., 2010) i Ckk2 podria estar implicada en la regulacié d’aquests factors
ja que la seva abséncia mostra una major sensibilitat a concentracions
baixes de glucosa, ja sigui causada per una deprivacié en el medi o per
I'exhauriment de glucosa en cultius de fase estacionaria. La prolongacié
del chronological lifespan a S. pombe esta associat a |'activacié de la MAP
quinasa Styl o a la inactivacié de vies implicades en el metabolisme de
nutrients com les vies de PKA i TOR (Zuin et al., 2010). Per tant, si la
sensibilitat de la soca Ackk2 esta relacionada amb una desregulacié dels
mecanismes de restriccié calorica, podria ser deguda a una menor
activacio de Styl o a una major activitat de PKA i TOR o també, per algun
altre mecanisme que encara desconeixem. Segons el que hem observat
en els dobles mutants tor2-51 Ackk2 i Apkal Ackk2, que mostren letalitat

sintetica, és possible que es tracti del segon cas.

La concentraciod de calci podria estar afectant algun dels resultats obtinguts
en l'analisi de la viabilitat. Per exemple, en mamifers, la disminucié del
calci i la inhibicié de la CaMKKP esta associada amb una menor inhibicié
de mTORC1 i un descens en l'apoptosi (Ghislat et al. 2012). En el medi ric
no coneixem exactament la concentracié de calci, ja que aquest prové de
I’'extracte de llevat, perd en el medi minim, la concentracié és de 5 mM.
La concentracié de calci present en aquests casos podria no ser prou per
causar l'activacié de Ckk2, i per aix0, no s’estarien observant canvis. La
solucié aleshores seria afegir calci durant aquestes condicions de
deprivacié. O per altra banda, també és possible que estiguem
subestimant I'efecte causat pel calci intracel-lular, ja que s’ha observat que
es veu incrementat durant la deprivacié de nitrogen en espécies d’algues
(Chen et al., 2014) i cianobacteris (Leganés et al., 2009), aixi que pot ser
qgue en el cas de S. pombe també passi el mateix. En aquest cas, s’hauria

d’afegir un quelant de calci intracel-lular com EGTA (Su et al., 2017) o
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BAPTA (Ma et al., 2011) per observar quin efecte tindria en soques

salvatges i soques Ackk2 en condicions de deprivacio.

També s’ha analitzat la capacitat de les cél-lules Ackk2 per retornar al cicle
cel-lular un cop es restitueix el nitrogen al medi de cultiu després d’exposar
les cél-lules a deprivacié de nitrogen, i els canvis en els nivells de proteina
Ckk2 en aquest mateix procés. No hi ha canvis en l'index de septacid pero
si una reduccioé en el canvi de densitat optica en les cél-lules Ackk2 en les
dues primeres hores del canvi, el que ens indica que les cél-lules sense
Ckk2 creixen més lentament en aquell espai de temps. En conseqliéncia,
Ckk2 estaria facilitant l'inici del creixement cel-lular quan es restitueix el

nitrogen.

Una altra de les respostes a la deprivacid de nitrogen es la generacio de
formes de resisténcia com espores a través de la meiosi. En les cel-lules
Ackk2, I'index d’aparellament mesurat és superior al de la soca salvatge.
Per tant, Ckk2 estaria participant en la regulacié negativa de la meiosi,
perd no esta clar si ho fa regulant I'activitat de factors de transcripcid
meiotics o l'activitat de proteines com TOR i PKA que també s’encarreguen

de regular-la.

1.2. Estudide la via Ckk2-Cmk1 en resposta a diferents

tipus d'estres

S’ha descrit en el nostre grup que la via Ckk2-Cmk1 és activada per calci.
Després de veure lincrement de Ckk2 en resposta a la deprivacio
nutricional, es va analitzar si aquest increment també esta associat a un
increment de Cmk1. Perdo Cmkl es comporta de manera completament
oposada, i a les 24 hores d’exposicid, els nivells de proteina es veuen
reduits, indicant que la regulacié de Cmk1 i Ckk2 és diferent en deprivacio
de nitrogen. Tampoc s’observa l'aparicio de fosforilaci6 de Cmkl en
resposta a la deprivacio, ni canvis causats per I'abséncia de Ckk2, el que

ens diu que Ckk2 no participa en la regulacié dels nivells de proteina Cmk1
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en resposta a la deprivacid. En qualsevol cas, la funcié de Cmk1 o les CaMK
en resposta a la deprivacié de nitrogen és encara desconegut. Unicament
s’ha descrit un augment de la transcripcié de la CaMK en algues verdes
(Lauritano et al., 2019). Tampoc esta implicada en I’entrada o
supervivéncia en la fase estacionaria ja que soén igual de viables que les

soques wt durant les 4 setmanes d’exposicié a un medi sense nitrogen.

L'activacié de la via Ckk2-Cmk1 també va ser analitzada en la resposta al
tractament a diferents drogues. En estudis anteriors a aquest treball, es
van identificar drogues com la latrunculina B (LatB), el tiabendazol (TBZ)
i el calcofluor com drogues que causaven alteracions de la viabilitat de la
soca Ackk2. En aquest treball hem estudiat I'efecte d’aquestes drogues
sobre la viabilitat de la soca Acmk1, amb l'objectiu d’establir si la via Ckk2-

Cmk1 estaria activada en aquestes condicions.

En el cas del tiabendazol (TBZ), un agent que inhibeix I'assemblatge de
microtubuls, les soques Ackk2 i Acmk1l mostren resisténcia, és a dir,
mostren un major creixement a concentracions de TBZ on el creixement
la soca wild-type és menor. Aix0 ens podria estar dient que la via
CaMKK/CaMK esta participant en la regulacié de la funcié dels microtubuls.
Aquest tipus de regulacié ja s’'ha descrit en mamifers, on la fosforilacié de
MARK2 (Microtubule Affinity Regulating Kinase 2) per la CaMKI és
necessaria per la reorganitzacio dels microtlbuls que es produeix durant
el creixement de neurites (Uboha et al., 2007). No sabem encara quins
sén els mecanismes que permeten a les cél-lules sense Ckk2 i Cmk1
sobreviure a concentracions més elevades de TBZ, pero és possible que
en aquests mecanismes estigui implicada I'homoleg de la proteina MARK2
a S. pombe, que és la quinasa Kinl. Un altra explicacioé de la resisténcia
podria ser que Ckk2-Cmk1l estiguessin implicades en la respiracio
anaerobia, ja que TBZ és un inhibidor de la fumarat reductasa, un enzim
imprescindible en el procés de la respiracié anaerobia (Armson et al.,
1995)
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La latrunculina B és una droga que inhibeix la polimeritzacié dels
microfilaments d’actina. Els resultats obtinguts indiquen que la sensibilitat
de la soca Ackk2 i la soca Acmk1 és diferent, ja que la soca Acmk1 mostra
un creixement similar o lleugerament superior a la soca salvatge, mentre
que la soca Ackk2 és sensible. Aquest fenotip ens estaria indicant que
Cmk1 no és important per mantenir la viabilitat en resposta a Latrunculina
i Ckk2 si. A més, ens mostra que la resposta que es dona a través de
Ckk2 no es fa a través de la via Ckk2-Cmk1 si no que a través de substrats

diferents.

1.3. La regulacio de Ckk2

Pel que fa a l'increment en els nivells de proteina Ckk2 detectat en les
condicions de deprivacié de nitrogen, aquest augment desapareix ja que
els nivells de proteina Ckk2 retornen als nivells inicials rapidament quan
es retorna el nitrogen al medi. Aquest resultat ens estaria dient que la
induccié de I'expressié de Ckk2 és una resposta ajustada a la deprivacio i
que, qui esta regulant Ckk2, ho fa de manera especifica en la deprivacio

nutricional.

La induccidé de I'expressio de la proteina Ckk2 en resposta a la deprivacio
de nitrogen, també va ser descrita a nivell transcripcional en treballs
anteriors del grup (Yance-Chavez, 2015). L'estudi de la regulacido de
I'expressié de Ckk2 en resposta a deprivaciéo de nitrogen el vam iniciar

analitzant la seqliéncia del promotor del gen ckk2.

El resultat ha estat la identificacido del motiu WGATAR que és reconegut
per Gafl, un factor de transcripcié regulat negativament per TORC1; un
motiu WGATAA, que pot ser reconegut per Atfl i Fepl; i el motiu CCAAT
que pot ser reconegut pels factors Php2, Php3, Php4 i Php5.

En aquest treball, hem comprovat que Gafl és el factor responsable de
I'increment de Ckk2 en resposta a deprivacié nutricional. Gafl és un factor

de transcripcié de la familia GATA que esta regulat negativament per
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TORC1 en condicions Optimes de creixement. En inactivar-se TORC1 per
la falta de nutrients, Ppel deixa d’estar inhibida i defosforila Gafl,
permetent la seva translocacio al nucli per exercir la seva activitat (Laor
et al., 2015) (Ma et al., 2016). La funciéo de Gafl esta restringida a les
primeres hores de deprivacid, induint I'expressié de transportadors
d’aminoacids i la inhibicid de la reproduccié sexual (Kim et al., 2012).
Aquest mecanisme de regulacié també s’observa en altres llevats com S.
cerevisiae (Tate et al., 2019). El que ens ha interessat d’aquest factor de
transcripcié es que la seva activitat es restringeix a les primeres hores de
deprivacid, justament on es produeix l'inici de la induccié de I'expressio de
Ckk2. Aquesta familia esta conservada evolutivament en animals, plantes
i fongs, pero encara no s’han descrit casos on la regulacié de CaMKK estigui
controlada per aquests factors de transcripcié. Per tant, ens sembla un

resultat interessant.

Atfl es un altre factor de transcripcié que forma un heterodimer amb Pcri,
i és activat per Styl, per induir processos com la diferenciacié sexual a
través de Stel1l, la gluconeogénesi mitjancant Fbp1 i les respostes a estrés
que soén intermediades per la MAPK Styl (Stettler et al., 1996). A C.
elegans, s’'ha observat que la sintesi de serotonina a través de ATF-7,
necessita de l'activitat de CaMKII (Xie et al., 2013). Perd com en el cas
anterior, no s’ha identificat que hi hagi regulacié de la CaMKK per ATF. La
regulacié per Atfl tindria que estar regulada especificament en les
condicions de deprivacié nutricional i caldria saber si aquesta regulacio es
podria estendre a altres situacions com l|‘estrés de calci. De moment,
sabem que |'abséncia d’Atfl dona una major sensibilitat al calci (Yang et
al., 2005), mentre que en soques Ackk2 s’observa una major viabilitat a

concentracions elevades de calci.

Fepl és un repressor que s’uneix als promotors dels gens que
s’encarreguen de la importaci6 de ferro a la cél-lula per evitar la
sobrecarrega d’aquest element, que resulta toxic en elevades quantitats

dins la cél-lula. En condicions de deprivacié de ferro, el complex Fra2-Grx4
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inhibeix Fep1, de manera que s’allibera del promotor i permet I’'expressio
dels gens que esta reprimint (Kim et al., 2018). Cal remarcar que Fepl
també és un homoleg de la familia GATA que manté la seva expressio

durant la deprivacié de nitrogen (Hoe et al., 1995).

Les proteines Php2, Php3, Php4 i Php5 formen part d'un complex (CCAAT-
binding factor) que regula I'expressié de gens d’Us i emmagatzematge del
ferro. Php4 actua com una subunitat que regula la repressiéo d’aquests
gens. Quan hi ha una concentracioé optima de ferro, Grx4 s’uneix a Php4,
i se I'emporta al citoplasma, permetent aleshores I'expressié de gens que
codifiquen per proteines que utilitzen o emmagatzemen el ferro (Mercier
& Labbé, 2009). Php4 també té un paper en la meiosi, ja que és necessaria
per optimitzar I'Us de ferro durant aquesta fase, i les cél-lules sense Php4,
sofreixen una aturada en la meiosi (Brault et al., 2016). La presencia
d’aquests reguladors de la concentracié de ferro en el promotor de Ckk2
podria indicar que la induccié de Ckk2 podria ser deguda a canvis en la
concentracié de ferro produits durant la deprivacié nutricional. No obstant,
s’han fet ja analisis d’expressié de cél-lules Aphp4 mitjancant microarrays
i no s’ha detectat canvis en I'expressiéo de Ckk2 (Brault et al., 2016). Per

tant, de moment es tractaria d’'una hipotesi poc probable.

1.4. Ckk2, Gafl i TORC1

Com l'activitat de Gafl esta restringida a les condicions de deprivacié de
nitrogen (Ma et al., 2016), davant la induccié de |I'expressié de Ckk2 en
aquestes mateixes condicions, es va estudiar Gafl com a responsable de
la induccid6 de la seva expressid. Els nivells de Ckk2 en resposta a
deprivacié de nitrogen es veuen reduits en la soca Agafi, indicant que,
efectivament, Gafl és responsable de l'increment de Ckk2 en aquestes
condicions. Com |’expressi6 de nitrogen no queda del tot eliminada és
possible que existeixin altres factors de transcripcid que en resposta a

I'abséncia de nitrogen estiguin implicats.
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Un cop determinat que Gafl controla I'expressié de Ckk2 en condicions de
deprivacié de nitrogen, vam analitzar si l'activitat de TORC1 era
I'encarregada d’inhibir-la en condicions normals. TORC1 s’encarrega de
mantenir el creixement de la cél-lula en integrar senyals nutricionals
optimes per promoure el creixement i la divisio, i inhibir respostes a estrés.
Quan es produeix una deprivacio nutricional, TORC1 s’inactiva, de manera
que deixa de promoure el creixement i la divisid, i aquelles respostes que
eren inhibides per TORC1, deixen d’estar-ho, de manera que s’activen
fenomens com |'autofagia, la diferenciacioé sexual i la induccié de gens de

resposta a deprivacié de nitrogen.

S’ha estudiat I'efecte de la inhibici6 de TORC1 emprant inhibidors quimics
0 soques mutants. Emprar inhibidors de TORC1 com la rapamicina i Torinl
dona com a resultat un increment de I'expressiéo de Ckk2. L'increment
observat per0, és superior en el tractament amb Torinl que en el

tractament amb rapamicina. La variacio podria tenir varies causes.

La primera seria que l'efecte de la dosi de rapamicina sigui inferior al de la
dosi de Torinl. Hem administrat dosis de rapamicina (Weisman et al.,
2007) i Torinl (Kowalczyk & Petersen, 2016) similars als utilitzats en altres
estudis. De fet, en el treball de Kowalczyk & Petersen, la mateixa
concentraci6 de Torinl no causa canvis en els nivells de Ppk32, una
quinasa que regula negativament TORC1 en resposta a brefeldina A. La
segona explicacid seria que Torinl pot inhibir els dos complexos TORC a
S. pombe (Atkin et al., 2014), i, per tant, I'increment d’expressié de la
proteina Ckk2 seria deguda a canvis en l'activitat dels dos complexos. La
darrera causa seria que, senzillament, I'efecte de Torinl sobre |'activitat

de TORC1 sigui major (com ja s’ha vist en el treball de Atkin et al., 2014)

Els nivells de Ckk2 van ser analitzats també en el mutant de tor2-51
(complex TORC1). L'expressio de Ckk2 en el background tor2-51 es troba
lleugerament incrementada a nivells basals. En resposta al canvi a
temperatura restrictiva durant 4 hores, els nivells de Ckk2 es mantenen

més elevats en la soca tor2-51 que en la soca salvatge.
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L'estudi realitzat per respondre a la pregunta de si I'increment d’expressio
de Ckk2 degut a la inhibicié de TORC1 era causat per |'activacié del factor
de transcripcié Gafl ens va indicar que Gafl és responsable de l'increment
de l'expressido de Ckk2 quan TORC1 esta inactiu (Figura D1). Per tant,
emprant tant inhibidors quimics com soques mutants, es demostra que
TORC1 regula negativament I'expressié de proteina Ckk2 en condicions
optimes de creixement, i és la reduccié d’activitat de TORC1 causada per
manca de nutrients com el nitrogen, la que causa la induccié parcial de

Ckk2 a través del factor de transcripcio Gafl.

- Deprivacio
Nitrogen h
9 Nitrogen
TORC1 TORC1
P;e_l Ppel
Gafl Gafl
‘ Expressio Ckk2 ‘ | Expressié Ckk2 ‘

Figura D1. Model de la regulacié de I'expressié de Ckk2 en resposta a la deprivacié
de nitrogen.

En l'analisi de la interaccid geénica entre ckk2 i tor2, es va observar una
reduccié de la viabilitat del doble mutant tor2-51 Ackk2 a temperatura
permissiva. L'explicacid podria ser que l'activitat TORC1 en aquest mutant
estigui una mica reduida a temperatura permissiva i la supervivéncia
d’aquesta soca depengui d’'un major nivell i activitat de la via Ckk2. No
obstant, I'activitat de tor2-51 a temperatures permissives a través de la

fosforilacié de Mafl s’observa similar a la de la proteina salvatge (Du et
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al., 2012). Podria ser que l'activitat de Ckk2 sigui essencial per la funcié
de Tor2 quan aquesta presenta la mutacio. Una altra explicacié seria que
la via TORC1 i Ckk2 controlin el creixement o la divisid cel-lular a través
del mateix substrat. TORC1 retarda l’entrada a mitosi a través de la
regulacié negativa de Cdc25 (Alao & Sunnerhagen, 2020) i Ckk2 controla
I'acumulacié de Cdc25 en ser activada per calci (Cisneros-Barroso et al.,
2014). Donat que Tor2-51 encara és funcional a temperatura permissiva,
és possible que sigui necessari |'activitat de Ckk2 per acumular Cdc25 per

poder garantir que es produeix la divisio cel-lular.

Una altra possibilitat és que s’estiguin afectant dues vies que podrien ser
importants per la viabilitat de la cel-lula, per tant, seria normal que donés
lloc a un doble mutant de viabilitat reduida. La creacié i analisi del doble
mutant tor2-51 Asspl, on Sspl és una quinasa homologa a Ckk2 i
imprescindible per alguns processos i respostes cel:-lulars, ens va servir
per descartar que fos un efecte inespecific del doble mutant, ja que la

viabilitat del doble mutant tor2-51 Asspl no es veu alterada.

En qualsevol cas, que el mutant tor2-51 Ackk2 tingui un creixement reduit
ens podria indicar que la inhibicié de les dues vies es capag d’aturar o
alentir la proliferacié cel-lular. El tractament amb l'inhibidor de CaMKK,
ST0-609, pot reduir la proliferacid cel-lular en tumors de prostata (Penfold
et al., 2018) i redueix la viabilitat d’esferoides de cél-lules de tumors
ovarics a través de la inhibicié de I'autofagia (Laski et al., 2020). Donat
que la desregulaci6 de mTORC, com a efector de vies importants en la
cel-lula, s’ha identificat en molts tumors (Saxton & Sabatini, 2017), no
seria molt precipitat combinar la inhibici6 de mTORC amb la inhibicié de
CaMKK com a tractament farmacologic, vist els resultats que hem observat
a S. pombe. La combinacié d’un inhibidor de mTORC i un altre inhibidor ha
aconseguit reduir encara més la proliferacié observada en els tractaments
simples (Schreck et al., 2020). No he trobat informacié sobre cap assaig
gue combini inhibici6 de mTOR amb inhibicié de la via CaMKK/CaMK, aixi

que crec que podria ser una bona idea desenvolupar estudis que impliquin
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un doble tractament amb un inhibidor de mTORC i STO-609 com inhibidor
de CaMKK.

1.5. Ckk2 i TORC2

Tal com hem indicat amb anterioritat, la inhibici6 amb Torinl causa un
major increment de I'expressié de Ckk2 que quan s’utilitza la rapamicina,
inhibidor de TORC1, i hem indicat que podria ser degut a la inhibicié de
I'activitat del complex TORC2. Els estudis dels nivells de Ckk2 en el mutant
Atorl han mostrat que I'expressié de Ckk2 es troba també incrementada
en aquest mutant. També hem delecionat Gad8, el substrat de Torl, i, en
aquest cas, hem observat una reduccié en els nivells de Ckk2. Aquestes
observacions ens permeten deduir que |'expressié de Ckk2 també esta
sota control de TORC2, perd no a través de GadS8, ja que si fos a través
d’aquesta, aleshores observariem el mateix resultat. Com Gad8 té una
activitat de feedback negatiu sobre Torl (Halova et al., 2013), podria ser
que la reduccié dels nivells de Ckk2 en la soca Agad8, sigui causat per una

forma sobre-activada de Tor1l.

2. Validacio dels substrats de Ckk?2.

2.1. Cgsl/Pkal i Ckk2

2.1.1. Cgsl/Pkal en estrés de calci.

En aquest treball, s’ha tractat cultius amb calci per generar l'activacié de
Ckk2. En les mateixes condicions, s’han identificat en treballs anteriors,

Cgsl i Pkal com a possibles substrats de Ckk2.

S’han analitzat les interaccions genétiques entre les delecions de ckk2,
cgsl i pkal, en condicions d’estrés de calci, i hem observat que la soca
Acgs1 no sofreix canvis comparada amb la soca salvatge, mentre que la
soca Apkal presenta una menor viabilitat en les mateixes condicions. El

fenotip vist en la soca Acgsl1 podria estar indicant que el flux de cAMP no
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es veu afectat per I'exposicio a calci i que Cgsl es manté unida a cAMP.
Aqguest tipus de resposta contrasta amb l‘observada durant un estrés
osmotic, on Cgsl exporta Pkal fora del nucli (Matsuo et al., 2007). D'altra
banda, el comportament en el calci d'aquestes dues soques coincideix
parcialment amb |‘observat en el treball de Matsuo i Kawamukai (2016),
ja que si que s’observa la sensibilitat de la soca Apkal pero en la soca
Acgs1 s'observa resisténcia en lloc de un creixement similar al fenotip
salvatge. L'explicacié que hi trobem es que hi ha varies diferéencies en el
disseny experimental: per una banda, nosaltres hem utilitzat soques
prototrofes mentre que les seves presentaven auxotrofies, i per I'altra, tot
i gue s’ha realitzat I'estrés en el mateix medi, cal notar que s’ha pres una
foto del creixement de la placa en estrés de calci als 6 dies, i nosaltres la

prenem als 3 dies.

Els resultats obtinguts en els dobles mutants, sén molt diferents. El doble
mutant Acgsl Ackk2 es comporta com el mutant simple Ackk2, mostrant
resisténcia a calci. D’altra banda, en el doble mutant Apkal Ackk2, hem
observat una viabilitat menor que la observada en el mutant simple Apkal.
Aquest es un fenotip que ens sembla molt interessant i sera discutit més

endavant.

A continuacié vam analitzar com l'estres de calci afectava als nivells de
proteina de Cgsl i Pkal; i si depenien de l'activitat de Ckk2. En resposta
a calci, hem observat augments en els nivells de proteina Cgs1, ja observat
en un altre treball (Matsuo & Kawamukai, 2016) que no depenien de la
presencia de Ckk2. Per tant, Ckk2 no esta controlant I'expressié a nivell

de proteina de Cgsl en resposta a calci o a nivells basals.

Els nivells de Pkal també es veuen lleugerament incrementats en resposta
a un estrés agut de calci i és mantenen en la soca Ackk2. Per tant, Ckk2
no regula els nivells de proteina Pkal ni causa modificacions post-
traduccionals detectables en resposta a estrés de calci. Aquest resultat

també s’ha observat en el treball de Matsuo i Kawamukai (2016).
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2.1.2. Cgsl/Pkal en estrés de glucosa.

L'analisi de les interaccions genétiques entre Ckk2 i Cgsil/Pkal en
condicions d’estrés de glucosa, ens ha indicat que mentre els mutants
simples sén viables com les cél-lules wt, en el doble mutant, Acgs1 Ackk2
presenta una reduccié de la viabilitat idéentica a I'observada en la soca
Acgs1. Per tant, en deprivacié de glucosa, és molt important, que l'activitat

de Pkal estigui inhibida, tant en preséncia com en abséncia de Ckk2.

Com hem explicat abans, Pkal s’inactiva en situacions d’estrés nutricional,
aixi que la soca Apkal no presenta diferéncies respecte la soca wt, pero si
es genera una situacié on Pkal esta activa quan no ho hauria d’estar, com
per exemple en el mutant Acgsl, s’‘observa una reduccié de la viabilitat.
En I'analisi del doble mutant Apkal Ackk2 es torna a observar una gran
perdua de viabilitat que no s‘observava en els mutants simples, que
recordem que creixien igual que la soca wt. Per tant, aquest resultat és

molt interessant.

Paral-lelament, s’ha estudiat si els nivells de proteina Cgsl i Pkal en
condicions de deprivacido de glucosa. Els resultats ens han indicat que

Iincrement de Cgsl i el descens de Pkal observats no depenen de Ckk2.

Per tant, Ckk2 no causa ni alteracions post-traduccionals ni alteracions
dels nivells de proteina Cgs1 i Pkal en resposta a situacions de deprivacio
de glucosa. La reduccié dels nivells de Pka1l tindria sentit perqué l'activitat
de Pkal no seria necessaria en aquestes condicions, perd aquests resultats
contradiuen el que surt en altres treballs (Gupta et al., 2011a) (Gupta et
al., 2011b). En aquests treballs s’observa una fosforilacié progressiva de
Pkal a mesura que avanga el temps de deprivacié de glucosa, que
nosaltres no hem observat. A més aquesta fosforilaciéo també s’observaria
en els nivells de Cgsl perqué en condicions de deprivaciéo de glucosa
s’uniria a Pkal. Es estrany que no haguem observat aquest fet donat que
utilitzen també una soca amb la proteina Pkal marcada amb |'epitop HA.

També hem realitzat I’'experiment utilitzant el mateix medi i concentracio
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de glucosa que els treballs indicats. Les Uniques variacions possibles serien
que la temperatura que hem utilitzat nosaltres es de 25°C enlloc dels 30°C
que utilitzen ells o que s’ha utilitzat un métode de lisi diferent: nosaltres
hem utilitzat el métode de trencament mecanic amb glass beads mentre

que ells han utilitzat un métode de lisi alcalina (Matsuo et al., 2006).

2.1.3. El doble mutant Apkal Ackk2.

La generacid de la doble delecié Apkal Ackk2 ens ha demostrat que les
cel-lules sén capaces de créixer amb normalitat en condicions optimes,
perd que en situacions d’estrés com l'estrés de calci o la deprivacio de
glucosa, sofreixen una reduccié en la seva viabilitat. El efecte més
important s’‘observa especialment en la deprivacido de glucosa, on els
mutants simples poden créixer com la soca salvatge, pero¢ el doble mutant
presenta una gran reduccié de viabilitat i sembla que s’ha generat una
situacié de letalitat sintetica. Aquesta situacié segurament sigui donada
perque la via de Ckk2 i la de Pkal convergeixin en l'activitat de una
proteina que sigui essencial per la viabilitat de la cel-lula en aquestes

condicions.

Per veure si Ckk2 afecta a l'activitat de Pkal, es va analitzar els nivells de
transcripcié de fbp1, que en condicions Optimes de creixement és inhibit
per Pkal (Higuchi et al., 2002) per Real Time PCR. En abséncia de Ckk2,
es mostra un increment de la transcripcid de fbp1, el que pot indicar que
0 bé Ckk2 modula I'activitat de Pkal de manera positiva, o que Ckk2 pot
controlar la transcripcié d’aquest gen de manera alternativa. Per esbrinar-
ho, es va comprovar I'expressio de fbpl en el doble mutant Apkal Ackk2
I'increment de I’'expressio similar a la soca Apkal. Aquest resultat ens
indica que la regulacio de I'expressié de fbpl1 estaria dominada per la via
de la Pkal i que l'activitat de fbp1 no estaria associada al fenotip sintétic

letal.

Per tal d’identificar substrats de l'activitat de les dues vies, ens hem

plantejat transformar el doble mutant amb una llibreria de sobreexpressid
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de cDNA de S. pombe, amb l'objectiu d'identificar supressors de la letalitat
sintetica dels dobles mutants en les condicions d’estrés. En aquest assaig
esperariem identificar tant pkal com ckk2 com a controls positius de

I'assaig.

2.1.4. Generacio de Ckk2 analog-sensitive.

Un dels objectius d’aquest treball va ser generar una quinasa Ckk2 analog-
sensitive. S’ha identificat la leucina 152 com el residu gate-keeper de
Ckk2. La mutacid d'aquest residu a glicina ha donat lloc a la Ckk2 analog-
sensitive (Ckk2-as).

S’ha validat positivament el funcionament de la Ckk2-as mitjangant un
assaig quinasa amb un substrat de Ckk2 préviament descrit, com es el cas
de Cmk1.

2.1.5. Ckk2 i la fosforilacié de Cgs1.

Emprant diferents aproximacions, no hem observat fosforilacié de Cgsi1
per Ckk2. D’altra banda, hem detectat la fosforilacié d’'una proteina que

co-precipita amb Cgsl, que podria ser diana directa de Ckk2.

La banda fosforilada per Ckk2-as apareix a una algada propera a 75 kDa i
no coincideix amb la banda que representa Cgsl:HA, per tant, podem
concloure que segurament Cgs1 no sigui fosforilada per Ckk2. No obstant,
I'aparicié de la banda especifica per I'activitat de la Ckk2-as, ens indica
que una de les proteines que co-precipita amb Cgs1 podria ser fosforilada.
La seglent taula indica les proteines en les que s’ha descrit una interaccio

fisica amb la Cgsl.

Proteina | Pes molecular |

Bdf2 81 kDa
Impl 60 kDa
Pkal 58 kDa
Srp40 47 kDa

Taula D1. Proteines que interactuen fisicament amb Cgs1. Dades extretes de PomBase.
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De les proteines de la taula és poc probable que sigui Pkal, ja que la
interaccid entre Cgsl i Pkal només es produeix en condicions de
deprivacié de glucosa; i, d'altra banda, el pes molecular de la proteina és
de 58 kDa.

La interaccio entre Cgs1 i Srp40 s’ha descrit en un estudi per detectar les
interaccions en el proteoma de S. pombe (Vo et al., 2016). No s’ha descrit
quina és la funcioé de la interaccié de Srp40 i Cgsl, i encara hi ha poca
informacio de la funcié de Srp40 a S. pombe. Si que s'ha observat a S.
cerevisiae |'estructura proteica del seu ortoleg Srp40, que es pot localitzar
al nucli o al citoplasma i es creu que la seva funcié esta més associada al
transport (Ikomonova et al., 1997). Aquesta funcid transportadora podria
facilitar el transport del complex Cgs1/Pkal fora del nucli en condicions de
deprivacié nutricional, ja que Cgsl/Pkal passen a localitzar-se al nucli
després d’unes hores d’exposicio (Matsuo & Kawamukai, 2017). No
obstant, no sabem si la deleci6 de Srp40 causaria la inhibicié de
I'exportacié de Pkal al nucli i no creiem que Ckk2 hi intervingui, ja que

Srp40 té un pes de 47 kDa i no correspondria amb la banda detectada.

Imp1 és una altra proteina encarregada del transport entre el citoplasma
i el nucli. La seva funcié és important pel desacoblament del fus mitotic
(Lucena et al., 2015) i meiodtic (Flor-Parra et al., 2018). Com el transport
del factor de transcripcid Php4 al nucli esta parcialment explicat per la
funcio de Imp1 en la seva importacié (Khan et al., 2014), és possible que
la seva interaccié fisica amb Cgs1 permeti el transport d’aquesta ultima al
nucli. La banda detectada en incubar amb I'anticos anti-tiophosphate ester
és possible que sigui Imp1, segons el seu pes molecular. No sabem quina
és la relacié que poden tenir Ckk2 i Imp1l. En mamifers, la importina alfa,
homologa de Imp1, permet la translocacidé de CaMKIV al nucli de les
neurones (Kotera et al., 2005) per a que pugui ser activada per CaMKK, i

posteriorment, fosforili el factor de transcripcio CREB1 (Ferreti, 2018).

Bdf2 és una proteina implicada en la regulacié transcripcional mitjancant

la unié amb histones acetilades. Bdf2 quan s’uneix a les histones, modula
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I'estructura de la cromatina per coordinar la resposta a danys del DNA
(Garabendian et al., 2012). La proteina Epel uneix Bdf2 en certs punts
per establir “fronteres” que impedeixen la propagacié de Ila
heterocromatina i evitar aixi el silenciament genic (Wang et al., 2013).
Encara no s’ha descrit la relacié funcional que té la interaccié entre Cgs1 i
Bdf2. Tampoc s’ha identificat la relacié entre CaMKK i les proteines
homologues per Bdf2 en mamifers. D'aquesta manera es fa una mica dificil

saber quina explicacio tindria aquesta fosforilacio.

De les tres proteines, la més propera a la banda observada seria Bdf2. Per
decidir si alguna de les proteines descrites és la immunoprecipitada i

fosforilada per Ckk2, hauriem de realitzar estudis directes.

També es podria donar el cas de que la banda que apareix no sigui cap de
les tres proteines que s’ha descrit que immunoprecipiten amb Cgsl.
L'anticos anti-tiofosfat ester, aquest pot ser utilitzat en IP. Es podria
realitzar una immunoprecipitacio amb aquest anticos després de realitzar
I'assaig quinasa per passar el resultat per I'espectrometre de masses i

identificar tant la proteina com el residu fosforilat.

2.2. Ckk2 i Int6.

S’ha analitzat la viabilitat de I'absencia de Ckk2 i Int6 en condicions
d’estrés de calci que causa l'activacio de Ckk2 i en deprivacié de glucosa
per observar les interaccions genétiques. No s’ha analitzat en deprivacio
nutricional de nitrogen o de glucosa en medi minim perqué les soques
Aint6 tenen un creixement molt reduit en medi minim (Akiyoshi et al.,
2001).

2.2.1. Int6 en estreés de calci.

La soca Aint6 presenta una reduccié de la viabilitat en estrés de calci. Aixo
ens indica que la formacié de elIF3 a través de la subunitat Int6 és

necessaria per la resposta a calci, possiblement perque sintetitza proteines
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necessaries que contribueixen a aquesta resposta. El doble mutant Aint6
Ackk2 no mostra diferéncies amb el fenotip observat en el mutant simple
Aint6 en la resposta a calci. Per tant, la funcié de Int6 és dominant, ja que
I’eliminacié de Int6 en una soca Ackk2 reverteix el fenotip de resisténcia a

calci que s’observa en el mutant simple.

S’ha determinat que la interaccio genética de Int6 i Ckk2 seria independent
de la interaccio entre Ckk2 i Cmk1, ja que en el doble mutant Aint6 Acmk1
s'observa un fenotip intermedi entre els dos mutants simples Aint6 i
Acmkl1. Per tant, és possible que Int6 i Ckk2 puguin formar part de la

mateixa via amb independeéncia de Cmkl1.

Hem observat que l'activacid de Ckk2 per calci no causa canvis ni
modificacions post-traduccionals en la proteina Int6, ja que en la soca
Ackk2 no s’observen diferéncies respecte a la soca wt. Aixi, Ckk2 no

participa en la regulacio dels nivells de proteina Int6.

L'analisi de I'efecte de Ckk2 sobre l'activitat traduccional de Int6 ens ha
indicat que I'abséncia de Ckk2 no afecta a la traduccié del substrat escollit
Atfl. No obstant, s’ha observat la reduccié de Atfl en abséncia de Int6,
com ja s’havia descrit, i una reduccié encara major en estrés de calci.
Aquest resultat ens indica que Int6 s’encarrega de mantenir els nivells de
proteina Atfl en aquestes condicions. Aquests resultats semblen indicar
que Ckk2 no estaria regulant l'activitat de Int6, al menys a nivell de Atfl.

Faltaria identificar altres substrats.

2.2.2. Int6 i la resposta a glucosa.

Int6 és imprescindible per la resposta a la deprivacié de glucosa, ja que la
seva abséncia causa una reduccio de la viabilitat tant en cél-lules wt com
Ackk2.

Els nivells de Int6 en resposta a la deprivacié de glucosa romanen
constants. Es cert que s‘observa un aparent increment en la soca Ackk2 a

concentracions més reduides de glucosa que no son significatives. El fet
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gue els nivells de Int6 és mantinguin tant constants potser facilita que la

cel-lula sigui capac de respondre més rapidament a |'estrés.

2.2.3. Esta regulada Ckk2 per Int6?

S’ha analitzat si els nivells de Ckk2 podrien estar regulats per Int6 de la
mateixa manera que els de la proteina Atfl. No obstant, s’ha observat en
la soca Aint6 que Ckk2 presenta un increment dels nivells. Tot i el resultat
contradictori, s'ha descrit que Int6 també participa en la funcié del
proteosoma (Yen et al., 2003). Per tant, és possible que els nivells de Ckk2
es vegin incrementats en el mutant Aint6 per una menor activitat del
proteosoma. El tractament amb bortezomib, un inhibidor del proteosoma,
també causa un increment en els nivells de Ckk2. Per tant, és possible que
Int6 estigui regulant els nivells de Ckk2 a través de la funcié proteosomica.
Per acabar de comprovar-ho, s’hauria d’analitzar si hi ha variacio en els

nivells de Ckk2 d‘una soca Aint6 tractada amb bortezomib.

2.2.4. Assaig quinasa de Int6.

Com en el cas de Cgsl1, tampoc s’ha identificat la fosforilacié de Int6 per
part de Ckk2-as. El que s’ha identificat és una banda a una alcada d’entre
37 i 50 kDa, que es fosforila depenent de Ckk2-as. Les proteines que s’han
detectat amb una interaccio fisica amb Int6 a la bibliografia s‘indiquen a
la taula D2.

De les proteines presents a la taula, les que es troben en el rang que hem
identificat sén Tif308, Tif313 i Cwf2.

El factor elF3 forma dos tipus de complex diferents a S. pombe: un del
que forma part Int6 i un altre format per les proteines Tif308 (eIF3h) i
Tif313 (eIF3m). L'estudi en el que s’ha identificat Tif308 i Tif313 com a
interactors fisics de Int6 es basa en la immunoprecipitacié d’'una subunitat

comuna dels dos complexos, perd no es van identificar quan es va
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immunoprecipitar Int6 (Zhou et al., 2005). Per aquest motiu, crec que es

pot descartar que siguin qualsevol d'aquestes dues proteines.

Proteina ‘ Mida Proteina Mida

Rpn15 8 kDa Rpn502 51.62 kda
Rpn10 27 kDa Moel 62.64 kDa
Ficl 31 kDa Paal 67 kDa
Rpni2 31 kDa Far8 69.49 kDa
Tif307 31.49 kDa Ssa2 70 kDa
Tif306 33.25 kDa Tif302 84.03 kDa
Suml 36.81 kDa Mts4 98 kDa
Tif308 40 kDa Scd1 99 kDa
Cwf2 44.28 kDa Tif303 104 kDa
Tif313 45 kDa Fft3 104 kDa
Rpt2 50 kDa Tif301 107 kDa

Taula D2. Proteines que interaccionen fisicament amb Int6. Dades extretes de
PomBase.

Cwf2 es part de /’splicecosoma, un complex nucleat per la proteina Prp19
gue s’encarrega de l'eliminacié d'introns del RNA missatger i Int6 es una
de les proteines que co-precipita amb Cwf2 (Ren et al., 2011). El possible

paper de la interaccié entre Cwf2 i Ckk2 sera analitzat en el capitol 3.

2.3. Ckk2 i GadS8.

Descrita la seva activitat com a principal efector de TORC2, ens va semblar
interessant establir si Gad8 podria estar regulada per Ckk2 per modular

d’alguna manera la senyalitzacio exercida a través de TORC2.

En treballs anteriors, s’ha descrit la seqliéncia consens que es trobaria en
les quinases substrat de Ckk2. La seqiiéncia consens (LXTXCG[T/S]PXY)
es troba en el bucle catalitic (Yance-Chavez, 2015). A I'alinear la seqiiéncia
de Gad8 amb la de substrats ja descrits per les CaMKK com Cmk1 de S.
pombe i CaMKI de H. sapiens, es va identificar el residu T387 de Gad8 com

el residu que coincideix amb la treonina de la seqliéncia consens.
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S’ha observat una gran fosforilacio del residu T387 en resposta a l'estrés
de calci. L'abséncia de Ckk2 causa una lleugera reduccié en la fosforilacié
de T387, pero no una deplecio total. Aquest residu també es fosforilat per
Ksgl (Matsuo et al., 2003), aixi que aquesta petita reduccié podria ser
causada perque, o bé Ckk2 podria estar fosforilant de manera redundant

aquest residu o perque podria estar influint en I'activitat de Ksg1.

La delecié de components de la via TORC2 com Gad8 o Torl generen
sensibilitat a I’'estrés de calci que no és depenent de la preséncia de Ckk2,
encara que si que és cert que Agad8 Ackk2 mostra un lleuger increment
de la viabilitat en comparaci6 amb el mutant simple perd no un fenotip
intermedi. Una explicacié a la sensibilitat per calci podria ser causada
perqué TORC2 és necessari per la integritat de la vacuola (Tatebe et al.,
2010). Les vacuoles tenen bombes de calci com Pmc1l que sén necessaries
per la viabilitat de la cél-lula en estrés per calci (Deng et al., 2006). Per
tant, és possible que la pérdua d’integritat de les vacuoles per la mutacio
de TORC2 faci que Pmc1 no funcioni bé, i esdevingui més sensible a I'estrés

de calci.

Com haviem observat que la sensibilitat de Agad8 és més elevada que la
de Atorl i que Ckk2 podria estar fosforilant Gad8 quan és activada per
calci, es va analitzar |'efecte de |'abséncia de fosforilacions en Gad8 i la
interaccié amb Ckk2 en estrés de calci. La sensibilitat de ksg1-208 era més
elevada que la de gad8-T387A, indicant que Ksgl participa en la resposta
a calci a través de Gad8 i una altra quinasa, possiblement a través de
Pkal, ja que hem demostrat que també presenta sensibilitat al mateix
estrés. D’altra banda, els dobles mutants amb Ackk2 mostren un fenotip
de sensibilitat intermédia mostrant-nos que afecten a la resposta de
manera independent. També es possible que I'efecte de Ckk2 sobre Gad8
es produeix en un altre residu que en ser fosforilat per aquesta causi la

menor fosforilacio de T387.

En I’'analisi del residu fosforilat per Tor1, la soca gad8-S546A presenta una

sensibilitat moderada al calci, i la delecié de Ckk2 en aquest background
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dona lloc a un fenotip intermedi entre els dos mutants simples, per tant,

les vies son independents.

2.3.1. Gad8 i la deprivacié nutricional.

L'analisi de la fosforilacid del residu T387 no ha mostrat canvis de
fosforilacié en deprivacié de glucosa o de nitrogen i tampoc depenen de
I'activitat de la Ckk2.

En canvi, en la fosforilaci6 de S546 s’observen dos comportaments
diferents. Primer, en deprivacié a glucosa, s’ha constatat que la fosforilacié
d’aquest residu s’elimina durant els primers 15 minuts perd després
retorna la senyalitzacié. El retorn d’aquesta senyalitzacié, pero, es
produeix de manera més rapida en la soca Ackk2 que a la soca salvatge.
En segon lloc, en deprivacid de nitrogen, s’han observat fluctuacions en
els nivells de fosforlaci6 de S546 durant les dues primeres hores de
deprivacié, amb un comportament similar tant a la soca salvatge com a la
soca Ackk2.

El nivell de fosforilacio del residu S546 dirigeix la diferenciacié sexual. La
fosforilacié d’aquest residu es troba elevada en la soca Ackk2 i s’ha
observat també que l|'abséncia de ckk2 causa un increment de la
diferenciacio. Podria ser que, la major fosforilacié de S546 en la soca Ackk2
sigui la responsable de I'augment de la diferenciacié sexual? La mutacié
gue evita la fosforilacié d'aquest residu, gad8-S546A Ackk2, era capag de
revertir I'increment de diferenciacié observat i presentava un fenotip
similar al de la mutacié gad8-S546A. Aquest resultat indicaria que Ckk2
podria ser un regulador negatiu de la meiosi en deprivacié de nitrogen a

través del control de la fosforilacio del residu S546.

Perd com es realitza aquest control encara ho desconeixem. Aquest residu
esta controlat per fosforilacié per Torl, i per defosforilacié a través de la
fosfatasa PP2A (Martin et al., 2017). Una possibilitat seria que Ckk2 fos un

regulador negatiu de I'activitat de Torl en condicions de deprivacié de
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nitrogen i, per aixo, la falta de Ckk2 causaria una sobre-activacié de Torl
en aquestes condicions que es traduiria en una major senyalitzacié de
S546. Una altra opcio seria que Ckk2 inhibis la funcié de la PP2A, de
manera que la defosforilacid del residu S546 no es produiria i els nivells
de fosforilacié es mantindrien alts. De fet, I'eliminacié de qualsevol de les
subunitats de la fosfatasa PP2A Pabl i Ppa2 (Martin et al., 2017)
(Laboucarié et al., 2017) causa Il'aparici6é d'un fenotip de major
diferenciacio sexual. Creiem que la millor manera de comprovar si es tracta
d’'una menor activitat fosfatasa seria comparar la fosforilacié del residu
S546 entre les soques wt, Ackk2, Apabl i Ackk2 Apabl. Si aquesta
possibilitat fos certa, la fosforilacié hauria de ser similar en les tres soques
mutants. Pero si en el doble mutant s‘observés una major fosforilacio,
podria ser degut a que com la senyalitzacié de Torl esta sobre-activada i
I'activitat fosfatasa reduida, s’observés aquest major increment, i podria
ser una altra evidéncia de que Ckk2 podria estar inhibint Torl. Si s'observa
aquest increment de la fosforilacié, també s’observara a nivell de
diferenciacioé sexual en el doble mutant. En conclusid, encara faltaria saber
si Ckk2 afecta a la fosforilacié d’aquest residu a través de PP2A, Torl o de

manera independent.

L'analisi de les interaccions genétiques en deprivacié de glucosa ens va
permetre observar que la viabilitat de ksg1-208 es redueix, perd s’observa
una major reduccié en el mutant gad8-T387A. Aquest resultat és diferent
de l'observat en altres treballs on un mutant de Ksgl ha demostrat ser
sensible a concentracions més elevades que les utilitzades (Saitoh et al.,
2014). No es coneix exactament quina soca ksgl mutant van utilitzar en
aquest estudi, perd també l'assaig de viabilitat ha tingut lloc a una
temperatura diferent, el nostre a 25°C mentre que el seu a 30°C. Podria
ser que el creixement del seu mutant ksg1-208 es veiés interromput per
I'exposicid a la temperatura de 30°C i s’hagi identificat com sensible quan
no ho era. O pot ser que les nostres condicions siguin massa permissives.

En qualsevol cas, si els nostres resultats fossin correctes, indicarien que
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aquest residu seria fosforilat per un altre quinasa, que segurament no seria
Ckk2, ja que el doble mutant ksg1-208 Ackk2 no presenta reduccions de
viabilitat comparat amb ksg1-208.

La sensibilitat de la mutacid del residu S546 a la deprivacié de glucosa no
es tan elevada, possiblement perqué la senyalitzacio per Torl es realitza
per una altra fosforilacid en el residu S527, i com la quinasa continua
cataliticament activa, no causa una gran reduccié de la viabilitat. La
impossibilitat de fosforilar el residu S546, fa que la preséncia de Ckk2 en
aquesta resposta sigui innecessaria, i per tant, el doble mutant gad8-
S5546A Ackk2 presenta el mateix fenotip que el mutant gad8-S546A.

Si es confirma que Ckk2 regula la fosforilacié de Gad8 al residu S546, s’ha
de tenir en compte que seria una altra proteina, regulada per TORC1, que
estaria intervenint en la senyalitzacié de TORC2 i una altra evidencia del
cross-talk que es produeix entre els dos complexos. Els proxims passos a
seguir haurien de ser esbrinar si la fosforilacié d’aquest residu per part de

Ckk2 esta regulada a través de la PP2A, Torl o de manera independent.

2.4. Analisi de I'assaig de fosfoproteomica.

En I'assaig de fosfoprotedomica, s’han identificat tots aquells residus que
estaven fosforilats en la soca wt i no es trobaven fosforilats a la soca Ackk2
en les mateixes condicions de cultiu. Aquests residus identificats sén

possibles substrats de Ckk2 en les condicions analitzades.

Primer de tot, s’han intentat validar els substrats que s’havien identificat
inicialment en el primer assaig de fosfopéptids. S’han identificat
fosforilacions en Cgsl, Pkal i Gad8, perdo no en Int6 perd aquestes
fosforilacions identificades no tenien la mateixa significanca estadistica

que altres que descriurem en l'apartat seglient.
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2.4.1. Nous substrats interessants identificats.

Del llistat obtingut, hem seleccionat dianes que creiem que poden ser

interessants per discutir i hipotetitzar la seva relacié amb Ckk2.
Cwf2

S’ha associat Cwf2 a una banda situada prop dels 40 kDa en l|'assaig
guinasa de la immunoprecitacié de Int6. Cwf2 forma part del spliceosoma
amb la proteina Prp19, que s’encarrega del splicing del RNA missatger (Ohi
& Gould, 2002). La seva funcid és unir molécules petites de RNA al
spliceosoma, ja que conté dominis zinc finger i de reconeixement del RNA
(McGrail et al., 2009). Una altra proteina del complex, Cdc5, s‘encarrega

d’apropar el RNA al centre catalitic del spliceosoma (Collier et al., 2014).

L'assaig de fosfo-proteomica ha identificat Cwf2 com un possible substrat
de Ckk2 en abséncia d’estrés, sent fosforilada en el residu T349 en una
regié prop de l'extrem C-terminal. No s’han detectat fosforilacions en
altres subunitats del complex com Prp19 ni Cdc5. La delecié de Cwf2 a S.
pombe resulta inviable (Hayles et al., 2013) pero encara no s’han generat
mutants termosensibles viables per analitzar les interaccions genétiques
entre Cwf2 i Ckk2. En mamifers, s’ha observat que |'activitat de |'ortoleg
de Cwf2, Rbm22, pot dependre de la senyalitzacid pel calci (Krebs, 2009).
No obstant, encara no s’han descrit interaccions entre CaMKK ni Rbm22.
El fet que I'activitat de I'ortoleg de Cwf2, Rbm22, depengui de calci, podria
indicar que la de Cwf2 també en podria dependre. En aquest sentit,

I'activacio per calci de Ckk2 podria estar modulant I'activitat de Cwf2.
Kinl

Hem observat fins a 7 residus fosforilats de Kinl en resposta a estrés de
calci. Els residus fosforilats son els seglients: S68, S91, S531, S532, S535,
S598 i S741. Aquestes fosforilacions no es troben dins de dominis

funcionals de la sequiéncia de Kin1, tot i que la fosforilacié en el residu S91
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ja s’ha identificat en un assaig de fosfo-protedmica de Cdc2 (Swaffer et
al., 2016).

Kinl es una quinasa de la familia de les MARK (Microtubule Affinity
Regulating Kinase) que esta coordinada amb les quinases Pom1 i Ssp1 per
controlar la divisié cel-lular i la citocinesi (Lee et al., 2018). També regula
I'organitzacié dels microtibuls, doncs la sobre-expressié de Kinl causa
pertorbacions dels microtibuls durant el creixement bipolar (La Carbona
et al., 2004). A S. pombe no s’ha identificat encara cap interaccié amb
Ckk2, perd en mamifers esta descrita la fosforilacio de la proteina
homologa de Kinl, MARK2, en la reorganitzaci6 dels microtibuls
necessaria per l'elongacio de les neurites per la via CaMKK/CaMKI (Uboha
et al., 2007).

En aquest treball hem observat com en resposta a una droga que altera
I'estabilitat dels microtubuls com el tiabendazol, les soques Ackk2 i Acmk1,
mostren una major viabilitat amb respecte a la soca salvatge. Una possible
explicacié a aquesta resisténcia seria que la via Ckk2-Cmk1l estigués
fosforilant Kinl per inhibir la citocinesi en resposta al tractament amb
tiabendazol. La generacié del doble mutant Ackk2 Akin1, ens podria servir

per aclarir si es tracta d’aquesta situacié.
Shdi

Shd1 és una proteina amb la que no s’ha treballat molt a S. pombe. Un
dels pocs treballs que la menciona situa la seva localitzacié al “patch”
cortical d'actina (Basu & Chang, 2011). A S. cerevisiae, Slal (homologa
de Shd1) té un paper coordinant la remodelacio del citoesquelet d’actina i
I'endocitosi (Warren et al., 2002).

Hem identificat la fosforilacié6 de Shd1 en condicions d’estres de calci i en
condicions de deprivacié de nitrogen. Concretament, s’han identificat 7
residus fosforilats en estrés de calci, dels quals la fosforilacié del residu
T278, és causada per la Cdc2, pero de les altres (5306, S919, S927, T928,

T984 i T1152) no s’en sap la causant. En deprivacié de nitrogen, on hem
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observat la reduccié dels patches d’actina, s’observen 4 fosforilacions
(5298, S461, T923 1 T928). Comparant les dues condicions, la de la posicid
T928 es repeteix, pero la alineacié amb la seqiéncia de S. cerevisiae, ens

diu que la fosforilacié en aquesta posicié no estaria conservada.

Es possible que Ckk2 tingui un paper en la fosforilacié de Shd1 ja que, s’ha
observat un fenotip de formacio de patches d’'actina més petits en resposta
a la deprivacié de nitrogen i hem identificat dianes de fosforilacié en
aguestes mateixes condicions. Potser la funcié de Ckk2 en deprivacié de
nitrogen seria fosforilar Shdl per mantenir la formacié dels patches

d’actina al cortex.

Tafl2

Tafl2 forma part del complex SAGA, que s’encarrega de controlar
I'expressié génica en situacions de proliferacié segons la disponibilitat de
nutrients. La fosforilacié de Tafl2 esta lligada a la inhibicié de la
diferenciacio sexual en les primeres etapes de la deprivacié nutricional,
fins a una situacié en que la cel-lula considera que ja ha estat prou temps
en deprivacié com per iniciar la diferenciacié. La fosforilacié de la que
parlem es produeix en tres residus T218, T221 i T283 per Gad8 en els
primers instants de la deprivacid, i després s’elimina per la fosfatasa PP2A

guan comenca el procés de conjugacio (Laboucarié et al., 2017).

En I'assaig de fosfo-protedmica, s’ha identificat la fosforilacié de Taf12 en
el residu T242 en condicions de deprivacié de nitrogen. Cal tenir en compte
pero, que les nostres condicions de cultiu sén de deprivacié de nitrogen
durant 24 hores, i és possible que aquesta fosforilacid s’hagi produit
després del cross-talk entre Gad8 i PP2A, o que aquesta fosforilacié pugui

intervenir en aquest procés.

També hem identificat el residu T221, en condicions d’estrés de calci, pero
és possible que aquesta fosforilacid observada sigui deguda a l'activitat de
Gad8 en aquestes mateixes condicions, ja que la seva funcid és necessaria

per mantenir la viabilitat en estrés de calci. Es possible que la fosforilacié
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de Taf12 en resposta a calci es produeixi per mantenir la diferenciacid
sexual inhibida o pot ser per regular l'expressié génica de gens que
participin en la resposta a |'estrés de calci. En altres treballs (Laboucarié
et al., 2017), s’'ha generat un mutant (taf12-5A) en el que s’evita la
fosforilacid d’aquest residu i 4 més. Generar un doble mutant taf12-5A
amb Ackk2 o Agad8, ens podria ajudar a distingir quina de les dues
proteines esta afectant Tafl2, i el mutant taf12-5A ens indicaria si la
fosforilacié en aquestes posicions es necessaria per la resposta a |'estrés

de calci.

Sds23

Sds23 es un inhibidor de la fosfatasa PP2A. La seva funcié inhibidora és
important per mantenir la simetria durant la divisié cel-lular (Schutt &
Moseley, 2019). La inhibicié de PP2A es produeix mitjancant la unid de
Sds23 amb la subunitat Paal de la PP2A (Yanagida et al., 2011). Quan
Sds23 inhibeix l'activitat fosfatasa de PP2A, la fosforilaci6 de Gad8-5546
gueda sobre-activada i s‘observa una major diferenciacié sexual (Sun et
al., 2013).

Nosaltres hem observat que la soca Ackk2 presenta una major fosforilacié
de Gad8 en el residu S546 i que mostra una major diferenciacio sexual.
Hem identificat durant I'assaig de fosfo-protedmica la fosforilacié de Sds23
en el residu S329 en condicions sense estres, i en condicions de deprivacio
de nitrogen les hem detectat en els residus S399 i S402. Aquestes
fosforilacions ja havien sigut descrites en cel-lules wild-type perd no

s’havia determinar qui era el causant (Hanyu et al., 2009).

Tenint en compte les observacions anteriors, és possible que la fosforilacié
de Sds23 per part de Ckk2 causi la seva inhibici6. Com hem explicat en
I'apartat anterior, un dels successos que explicaria la major fosforilacié de
S546 seria que PP2A estigués inhibida. En abséncia de Ckk2 aleshores,
Sds23 estaria produint una major inhibici6 de la PP2A i per aixo,

s’observaria una major fosforilaci6 de S546. Per demostrar aixo, la
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fosforilacié de S546 i la diferenciacié sexual en el doble mutant Asds23
Ackk2 s'hauria de reduir tal com hauria de passar en el mutant simple
Asds23.

2.4.2. Desavantatges d’'aquest metode i alternatives.

El principal desavantatge d’aquest meétode és que no permet la
identificacid Unicament dels substrats directes, si no que també pots
detectar molts substrats indirectes. La manca d’activitat quinasa de Ckk2
pot causar una alteracio en els seus substrats que alteri les proteines que
es troben immediatament downstream d’aquests, de manera que es poden

acabar identificant com no fosforilats en abséncia de Ckk2.

Una alternativa que es podria fer servir per detectar nous substrats de
Ckk2 és aprofitar la tecnologia de les quinases analog sensitive. Es poden
generar varietats de quinases analog-sensitive in vivo a S. pombe que es
poden utilitzar per realitzar assajos de fosfo-protedmica i ja s’han fet servir
en altres treballs per identificar substrats de proteines quinases (Lee et
al., 2018). En aquest treball hem fet aquestes mutacions en un plasmidi
per purificar la proteina Ckk2-as i realitzar assajos quinasa in vitro. Es
podria obtenir un extracte de cultiu en diferents condicions i realitzar un
assaig quinasa amb la Ckk2-as. L'anticos que detecta el grup tiofosfat
ester, es pot utilitzar en immunoprecipitacions. L‘analisi de
I'immunoprecipitat per espectrometria de masses podria revelar nous
substrats de la Ckk2.

3.Ckk2 i el citoesquelet.

La formacié dels microfilaments d’actina ha sigut observada pel microscopi
mitjancant el marcador fluorescent mCherry fusionat al gen de I'actina.
Aguesta proteina, en condicions de creixement optim es pot identificar com
cables, unes fibres que s’allarguen per tota la longitud de la cél-lula; o com

noduls presents prop del cortex (actin cortical patches) (Moseley & Goode,
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2006). La formacio d'aquestes estructures és similar en les soques wt i
Ackk2. Pero quan es depriva de nitrogen les cél-lules, com s’atura la divisid
i les cél-lules es tornen petites i rodones, |'actina es distribueix per tot el
cortex (per la polaritat de la cél-lula). No obstant, a la soca Ackk2, la
disposicié dels patches canvia, fent-se més petits, més nombrosos i menys
intensos. Aquest fenomen sembla indicar que Ckk2 participaria en el
manteniment d'aquests patches en la resposta a la deprivacié de nitrogen.
La funcidé d’aquests patches no seria important per mantenir la viabilitat
en resposta a la deprivacié de nitrogen. De més de 500 gens necessaris
en la viabilitat de fase Go, només 1 dels 52 gens que formen part del patch
cortical d'actina i 5 dels 85 gens que participen en I'endocitosi, mostren
fenotips de perdua de viabilitat en fase Go, segons la base de dades

PomBase.

En resposta a latrunculina B, les cel-lules Ackk2 no mostren grans
alteracions en el citoesquelet d’actina, perd si mostren un menor index de
septacié que indicaria un menor ritme de divisié cel-lular i una major
proporcié de cél-lules amb 4 nuclis, indicant que potser hi ha hagut alguna
desregulacio del cicle cel-lular. A més, els nivells de Ckk2 en resposta a
latrunculina no varien, indicant que I'expressié de Ckk2 no esta regulada

per la funcié del citoesquelet.

La desregulacié del cicle cel-lular ja s’havia descrit en mutants de la
fosfatasa Clp1, que inhibeix la divisido en resposta a les pertorbacions del
citoesquelet causades per latrunculina, observant-se cél-lules
multinucleades (Mishra et al., 2004). En les cel-lules Ackk2, la proporcié
de cél-lules amb 4 nuclis és significativament superior a la observada en
la soca wt. Per tant, Ckk2 podria estar evitant la desregulacid del cicle en

resposta a latrunculina B.
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3.1. Ckk2 i lI'endocitosi.

En I'assaig de fosfo-protedmica s’ha observat una sobre-representacié de
proteines implicades en la formacié de patches d’actina al cortex i en
I’endocitosi. La latrunculina B esta implicada en la inhibicié de I’'endocitosi,
com demostra la no absorcid del colorant FM4-64 després d’afegir
latrunculina B a una concentracié de 10 uM (Gachet & Hyams, 2005). S’ha
volgut comprovar si la latrunculina causava sensibilitat en la soca Ackk2 a

través de la funcié endocitica.

Una aproximacio rapida ha estat afegir sorbitol, que s’utilitza per reduir la
pressié de turgéncia i s'associa a la facilitacio dels processos d’endocitosi
(Proctor et al., 2012). La pressio de turgéncia és la forga de la cél-lula que
empeny la membrana plasmatica contra la paret cel-lular. Aquesta forca
esta causada pel flux osmotic d'aigua i només té lloc en cél-lules que tenen
paret cel-lular. A S. pombe, la mesura d'aquesta pressié oscil-la prop d’1
MPa, comparat pels investigadors que ho han mesurat amb la pressié dins
la roda d'una bicicleta de carreres (Basu et al., 2014). Una pressio
d’aquestes caracteristiques necessita d’'una gran forga per generar
invaginacions de la membrana, successos que ocorren quan es genera el
septe durant la citocinesi o en I'endocitosi. L'addicié de sorbitol causa una
reduccié de la pressio de turgéncia i facilita la formacio del septe (Proctor
et al., 2012). També el mateix tractament de sorbitol és capac de rescatar

I'endocitosi en alguns mutants endocitics (Basu et al., 2014).

S’ha observat que I'addicié de sorbitol és capag de revertir la sensibilitat a
latrunculina i permet que la soca Ackk2 creixi de manera similar a la soca
wt. Per tant, el fet que la reduccié de la pressié de turgéncia millora la

viabilitat de Ackk2 ens indica que podria estar implicat en I'endocitosi.

No sabem si la implicacié de Ckk2 seria essencial per I'endocitosi ni com
hi estaria relacionada ni si aquest procés és especific d’'una condicié. En
els patches corticals d’actina, es troben proteines com Shdi, que

interaccionen amb molécules que regulen la organitzacio dels
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microfilaments d’actina i molécules que participen en |I'endocitosi, sent la
seva funcié imprescindible per la coordinacié dels dos processos (Warren
et al., 2002). Shd1 és un dels substrats identificats en I'assaig de fosfo-
protedmica d’aquest treball. Per tant, és possible que Ckk2 estigui

participant en la formacié dels patches o en I'endocitosi.

Com no s’han observat alteracions significatives en els microfilaments
d’actina en la soca Ackk2, seria possible que la sensibilitat sigui causada
per alteracions en |'endocitosi. Hi ha gens implicats en I'endocitosi a S.
pombe com Fim1, que també s’ha identificat com un component del patch
cortical d’actina, que mostren sensibilitat a latrunculina (Chen et al.,
2016); o Cdcl5, que participa en I’endocitosi mediada per clatrina pero no
és un component del patch, i la delecié parcial del gen causa sensibilitat a

latrunculina (Mangione et al., 2019).

Una altra proteina identificada com a substrat seria Cdc15. Cdcl15 és una
proteina que en l'assaig de fosfo-protedmica hem identificat fosforilada
fins a 10 vegades en condicions de deprivacié de nitrogen en els residus
S755, S763, S490, S493, S617, T440, S632, S535, S689, S693. Els
patches d’actina en cél-lules amb una expressi6 de Cdcl5 reduida
acumulen menys actina (Arasada & Pollard, 2011), un fenomen similar al
gue hem observat en les cél-lules Ackk2 en deprivacio de nitrogen. Aquest
fet i la identificacio de tants residus fosforilats ens porten a suggerir que,
I'activitat quinasa de Ckk2 sobre Cdcl5 podria ser necessaria per una
acumulacié suficient d’actina en aquests patches. També s’ha observat que
les mutacions en Cdc15 causen errors en la citocinesi donant lloc a cél-lules
allargades i multinucleades (Wachtler et al., 2006) i la delecid parcial de
Cdc15 causa un fenotip de sensibilitat a Latrunculina, tal com s’ha observat

en la soca Ackk2.
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Conclusions

En aquest treball, hem determinat que:

La quinasa Ckk2 no és necessaria per la supervivéncia en
deprivacié de nitrogen, pero si en condicions de deprivaciéo de
glucosa i restriccié calorica.

La modificacié post-traduccional de Ckk2 observada en deprivacié
de nitrogen no es una sumoilacio.

L'expressié de Ckk2 esta regulada positivament pel factor de
transcripcié Gafl en condicions de deprivacié de nitrogen.

En condicions normals, l'expressi6 de Ckk2 esta regulada
negativament per TORC1 i TORC2.

S’ha realitzat una mutacié a Ckk2 que la converteix en una quinasa
analog sensitive capag de fosforilar substrats de Ckk2 com, Cmkl1.
Ckk2 no és responsable directe de la fosforilacid de Cgsl i Int6,
pero si que fosforila proteines que co-precipiten amb aquestes.

La doble delecidé de ckk2 i pkal genera un mutant sintetic letal en
condicions d’estrés de calci i de deprivacié de glucosa.

Int6 és necessaria per la sintesi de proteines com Atfl en la
resposta a estrés de calci.

Ckk2 participa en la regulacié negativa de la fosforilacié del residu
S546 de Gad8.

En el nou assaig de fosfoprotedmica, s’ha identificat una sobre-
representacié de proteines implicades en la formacid dels agregats
corticals d’actina, transduccié de senyal, endocitosi i regulacié de
la transcripcid, entre les categories més freqients.

Ckk2 esta implicat en la formacié dels agregats corticals d’actina
en deprivacié de nitrogen.

Ckk2 podria tenir un paper en el procés d’endocitosi.
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Annex

Taula Annex 1. Proteines fosforilades a la soca wt que no estan
fosforilades a la soca Ackk2 en condicions d’estrés de calci.

ANNEX

Gen ID Proteina Residus fosforilats
abc2 SPAC3F10.11c | glutathione S-conjugate-exporting ATPase Abc2 5843
abol SPAC31G5.19 ATPase with bromodomain protein $133
abpl SPAPJ760.02c cofilin/tropomyosin family, drebrin ortholog Abp1 | T148, 5315, 5364
abp2 SPBC1861.02 unknown protein, may bind replication origins <177
Abp2
bifunctional IMP
adel0 | SPCPB16A4.03c| cyclohydrolase/phosphoribosylaminoimidazolecar | S257
boxamideformyltransferase
adn3 SPCC1494.10 transcription factor Adn3 S688, 5707, 5713
adol SPCC338.14 adenosine kinase (predicted) S74,593,T111
agsl SPCC1281.01 alpha glucan synthase Ags1 $1703, 51843
aim21 SPBC18E5.07 DUF3210 family conserved fungal protein S212,S217,S5219, 1423
alpl4 SPCC895.07 TOG/XMAP215 microtubule plus end tracking $543, 5548, T577
polymerase Alp14
alp7 SPAC890.02c TACC protein Alp7 S17
aly2 SPBC2D10.04 arrestin Aly1 related Aly2 S51, S65
amk2 SPCC1919.03¢c | AMP-activated protein kinase beta subunit Amk2 S191
arul SPAC3H1.07 arginase Arul T259,T261, T268
asel ;PAPBlAlo'O antiparallel microtubule cross-linking factor Asel T668, S701
askl SPBC27.02c DASH complex subunit Ask1l, mug181 T136
aspl SPCC1672.06¢ inositol hexakisphosphate kma.se/mosnol 1718
pyrophosphate synthase (predicted)
atd2 SPAC922.07c aldehyde dehydrogenase (predicted) T453, T483
atfl SPBC29B5.01 transcription factor, Atf-CREB family Atfl $140, S145, T216, S240
athl iPBCZlBl0.0S ataxin-2 homolog S749, S750
avt3 SPAC3H1.09¢ X?,i;dar amino acid transmembrane transporter $22, 524, 55, 574
bbcl SPAC23A1.17 WIP family cytoskeletal protein Bbcl (predicted) $322,5589, T748, S751
bdfl SPCC1450.02 Swrl complex bromodomain subunit Bdfl S23, 5391
bfrl SPCC18B5.01c | brefeldin A transmembrane transporter Bfrl S476
bgsd SPCC1840.02¢ secondary septu'm 1,6 br.anched 1,3-beta-glucan 5108, 5969, $971
synthase catalytic subunit Bgs4
) A $229,T231, S244, 5278,
birl SPCC962.02c survivin, Birl 5311, 5755
bltl SPBC1A4.05 ubiquitin domain-like protein Blt1 5495
bms1 SPBC31E1.06 GTP binding protein Bms1 (predicted) S438, 5442
bop1 SPAP32A8.03¢ ub|qu|t|n—protejln ligase E3, human RNF126 <ag7
ortholog (predicted)
bsd1 SPAC328.07¢ huma'n NEDD4 family-interacting protein ortholog 167
(predicted)
bubl SPCC1322.12c | mitotic spindle checkpoint kinase Bub1 T423, 5532
bud6 SPAC15A10.16 | actin interacting protein 3 homolog Bud6 T1294
t7Jun10 SPAC31A2.14 WD repeat protein, human WDR48 family Bun107 S688, S690
bun10 . .
7 SPAC31A2.14 WD repeat protein, human WDR48 family Bun107 | S655
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byr3 SPAC13D6.02c translgtional éctivator, zf-CCHC type zinc finger <174
protein (predicted)
byrd SPAC222.10c two-component GAP Byr4 S499
cchl SPACEEG.01 plasma membrane calcium ion import channel <1775
Cchl
cdell SPCC1739 11c SIN component scaffold protein, centriolin <135
ortholog Cdc11
cdcl2 SPAC1F5.04c formin Cdc12 5126
cdcl5 SPAC20G8.05c | extended Fer/CIP4 (EFC) domain protein Cdcl5 S535, S546, S605, S715
cdc25 SPAC24H6.05 M phase inducer tyrosine phosphatase Cdc25 S143
cdc28 SPBC19C2.01 ATP-dependent RNA helicase Cdc28 S95
cdc37 SPBC9B6.10 Hsp90 co-chaperone Cdc37 S14,S517,577, 579, S87
cdc8 SPAC27F1.02c tropomyosin S45, S47, S50
cdko SPBC32H8.10 PjTEFb—associated cyclin-dependent protein $6, 572, T589
kinase Cdk9
cdr2 SPAC57A10.02 | serine/threonine protein kinase Cdr2 S587
cekl SPCC1450.11c | serine/threonine protein kinase Cek1 S567,51019
cfrl SPAC6G9.12 exomer complex BRCT domain subunit Cfrl T359
cesl SPACSC9.03 cAMP-.dependent protein kinase regulatory 52
subunit Cgs1
cho2 SPBC26HS.03 phosphatidylethanolamine N-methyltransferase $21
Cho2
cipl SPBC16A3.18 RNA-binding protein Cipl T191, T425
cki3 SPAC1805.05 serine/threonine protein kinase Cki3 T351, S360, T363
clpl SPAC1782.09c | Cdcl4-related protein phosphatase Clp1/Flpl S468
cnt5 SPBC17G9.08c | Centaurin Cnt5 $625, 5628
cnx1 SPAC3C7.11c calnexin Cnx1 T555
copl SPBPJ4664.04 | coatomer alpha subunit Copl (predicted) S409
CASP family protein involved in Golgi vesicle
coyl SPCC364.04c transport CyoF;l (predicted) ¢ 5407
cphl SPACI6C.05 Clr6 histone deacetylase associated PHD protein-1 565, 5100
Cphl
zf-CCCH type zinc finger protein, unknown
cps3 SPAC3A11.02 biologicalyrile Cps3, iot:ntial makorin ortholog 5372,5376
cpyl 32AC19612.1 vacuolar carboxypeptidase Y S137
orfl SPAC22H10.1 TOR signaling pathway transcriptional corepressor s171
1c Crfl (predicted)
crnl SPAC23C4.02 actin binding protein, coronin Crnl S$459, S553
csil SPBC2G2.14 mitotic centromere-SPB clustering protein Csil 5418
sec14 cytosolic factor family, phospholipid-
csr102 | SPAC3H8.02 intermembrane transfer protein Csr102 S77
(predicted)
csx1 SPAC17A2.09c | RNA-binding protein Csx1 516, S266
cutl2 SPBC649.05 spindle pole body protein Cut12 S354
cut2 SPBC14C8.01c | securin, sister chromatid separation inhibitor S287
cuté SPAC56E4.04c | acetyl-CoA/biotin carboxylase S2104
cwfl9 ;PACSODH'O complexed with Cdc5 protein Cwf19 S398
cwf20 SPCC4B3.14 complexed with Cdc5 protein Cwf20 T129
cwf2l SPAC4A8.09¢c complexed with Cdc5 protein Cwf21 T116, S286
cwf22 | SPBC13E7.01 splicing factor Cwf22 S759, S761, S821, S823
cwf28 SPBC3B9.02c splicing factor Cwf28 S277
cwf5 SPCC550.02¢ Prp19 complex subunit, RNA-binding Cwf5 S334
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Nebulin-family actin filament anchoring protein

ANNEX

$153, 5154, S156, T185,

cyk3 SPAC9G1.06¢c cyk3 $209, 5213
dbp2 SPBP8B7.16¢C ATP-dependent RNA helicase Dbp2 S97
dbp6 SPCC285.03 ATP-dependent RNA helicase Dbp6 (predicted) S50, T335
dbs2 SPAC167.05 Usp (universal stress protein) family protein _T_;gi’ T106, 5333, 5335,
dca? SPBC17D11.08 WD repeat prote|.n, DDB1 and CUL4-associated 10
factor Dca7 (predicted)
dcnl SPBC839.03c neddylation protein Dcnl (predicted) S20
defl SPBC354.10 RNAPII degradation factor Defl (predicted) z:‘;;’ 5406, 5635, 1733,
depl SPBC21C3.02c | Sds3-like family protein Depl S83, 5223
dfrl SPCC1223.08c dlhydrofolatfe reductase/ serine hydrolase family 459
fusion protein Dfrl
dinl SPAC19D5.06c | RNA pyrophosphohydrolase Dinl S214
dis3 SPBC26H8.10 3'-5' exoribonuclease subunit Dis3 5236
dis32 SPAC2C4.07c 3'-5'-exoribonuclease activity Dis3L2 T889, T897, T901
dipl 3PAC19G12.1 decaprenyl diphosphate synthase subunit 2 DIp1 5187
trans-Golgi network aminophospholipid
dnfl SPAC821.13c translocase (flippase), Dnfl (predicted) 5154
dnf2 iPAC24811.12 P-type ATPase (predicted) T1366, S1392, S1394
dntl iPBCZSDlZ.OZ nucleolar protein Dntl T225
dsc2 SPAC1486.02c | Golgi Dsc E3 ligase complex subunit Dsc2 T266
edcl SPAC18G6.09c Egi)f-Dcpl mRNA-decapping complex subunit 5133, 5183
edc3 SPBC18E5.11c | enhancer of mRNA decapping Edc3 S135
edel SPBC800.10¢ EPS15 repeat fam.lly actin cortical patch $402, 5411
component (predicted)
ofm2 SPCC338.11c elqngat|on factor EF2/EF3 methyltra!nsferase 7256
lysine methyltransferase Efm2 (predicted)
egd2 SPBC25H2.05 nascerjt polypeptide-associated complex alpha T116
subunit Egd2
eisl SPCC63.14 eisosome assembly protein eisl 5628, 5941, 5997, 51018,
T1058
ekcl SPCC663.01c protein phosphatase regulatory subunit Ekcl S711,S737
elfl SPAC3C7.08c AAA family ATPase EIfl 51041
el SPBP23A10.14 | RNA polymerase Il transcription elongation factor 5183, 5192, 5354
c SpELL
emcd SPCC1281.03c ER mz'ambrane protein complex subunit Emc4 555, 557
(predicted)
end3 ;ZBC“GH'O actin cortical patch component End3 (predicted) S38
enp2 SPCC330.09 rRNA processing protein Enp2 (predicted) T526
: S176, 5212, T430, T521,
entl SPCC162.07 epsin 524, 5536, T587
ent3 SPCC794.11c ENTH/VHS domain protein Ent3 (predicted) 5228
exo2 SPAC17A5.14 exonuclease Il Exo2 $1242
farg SPBC1773.01 SIP/FAR complex striatin subunit, Far8/Csc3 5202
fas2 SPAC4A8.11c fatty acid synthase alpha subunit Fas2 S604
fepl SPAC23E2.01 iron-sensing transcription factor Fep1l S162
. SPCC1235.05¢ SMARCAQl family ATP-dependent DNA helicase T1104, 51108
Fft2 (predicted)
fim1 SPBC1778.06¢ | fimbrin 5104
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fipl SPAC1F7.07c plasma membrane iron permease Fip1l S338, S344, 5376

fkh1 SPBC839.17c FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase Fkh1 | S45

fkh2 SPBC16G5.15c | forkhead transcription factor Fkh2 S430, S435

fmd1 | spBC1539.07¢ | Blutathione-dependent formaldehyde T179, T180, 5219
dehydrogenase (predicted)

frg1 SPBPI3A10.12 FRGlIfamlly protein, involved in mRNA splicing <191
(predicted)

frpl SPBC1683.09¢ | plasma membrane ferric-chelate reductase Frpl T554

ftp105 | SPAC17AS.16 .Golg.l Iocall;ed pr.otem, hu.man HID1 ortholog 3, 664
implicated in vesicle-mediated transport

fyul SPCC1322.04 UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase Fyul | S17

gad8 SPCC24B10.07 | AGC family protein kinase Gad8 S41, S44

gafl SPCC1902.01 transcription factor Gafl $195, S500

gar2 SPAC140.02 nucleolar protein required for rRNA processing 5488

ges2 SPCCT37.06¢ glutamate—cysteme ligase regulatory subunit Gcs2 32
(predicted)

g3 SPBP19A11.01 glycm.e decarboxylase complex subunit H s111
(predicted)

gefl SPAC24H6.09 Cdc42 RhoGEF Gefl T97

gef2 SPAC31A2.16 RhoGEF Gef2 S736

get2 SPCC1235.06 GET complex (ER membrane insertion) subunit s38
Get2

glcs SPAC17A5.09¢ prote!n phosphatase regulatory subunit GIc8 $216
(predicted)

glo3 iPAC22E12.17 ARF GTPase activating protein (predicted) S211,T218

gndl SPBC660.16 phosphoglucgnate dehydrogenase, 1479
decarboxylating

gpdl SPBC215.05 glycerol-3-phosphate dehydrogenase Gpd1 S376, T382

gpd3 SPBC354.12 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase Gpd3 | T184

gpx1 iPBC32F12.03 glutathione peroxidase Gpx1 S74

gre3 SPCC830.03 polynucleotide 5'-hydroxyl-kinase Grc3 (predicted) | T608

qusl SPAC17A5.15¢ cytop.lasmlc glutamate-tRNA ligase Gusl 7303, T655
(predicted)

gyp51 SPAC26F1.09 GTPase activating protein Gyp51 (predicted) S219

gyp7 SPAC630.05 GTPase activating protein Gyp7 (predicted) 5235

hal4 SPAC29A4.16 serine/threonine protein kinase Hal4 S244

hbal SPBC365.13c Ran GTPase binding protein Hbal S136

hem?2 SPAC1805.06¢ | porphobilinogen synthase Hem?2 (predicted) $166, S168

hfll ZZAC?’ODH'O Lazarus1 family transmembrane transporter S364

hhpl SPBC3H7.15 serine/threonine protein kinase Hhp1 S326

hip1 iPBC31F10.13 hira protein, histone chaperone Hipl T425

hip3 iPBC31F10.14 HIRA interacting protein Hip3 S1542

hmgl SPCC162.09c 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase Hmg1l $1024,71028, S1033

hmol SPBC28F2.11 HMG box protein Hmol $194, 5295, 5297

hrp3 SPAC3G6.01 ATP-dependent DNA helicase Hrp3 T77,5974

hrsi SPBC2G2.12 mltochondrlal an.d cytoplasmic histidine-tRNA <39
ligase Hrs1 (predicted)

hsp9 SPAP8A3.04c heat shock protein Hsp9 T18

hsrl SPAC3H1.11 transcription factor Hsrl S33

htal SPCC622.08c histone H2A alpha 5122
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serine protease, involved in lipid metabolism
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htrl2 | SPAC23G3.12c (oredicted) T20

iec5 SPAPB1E7.14 In0o80 complex subunit lec5 5128

ies4 SPAC23G3.04 In0o80 complex subunit les4 S32

imp2 SPBC11C11.02 | contractile ring protein Imp2 5456, S461

imt3 SPAC17G8.11c | mannosyltransferase Imt3 S336

ino80 SPAC29B12.01 SNF2 family ATP-dependent 3' to 5' DNA helicase $272, T529
Ino80

inps3 | sPACoG1.10c | Imositol polyphosphate phosphatase InpS3 574, 5193, 5195, 5211
(predicted)

insl SPCC306.05¢ INSIG domain protein S28

ipkl SPCC4B3.10c inositol 1,3,4,5,6-pentakisphosphate (IP5) kinase S338

. mRNA cleavage and polyadenylation specificity

Iss1 SPAC2267.10 factor complex subunit, Fip1 homolog (predicted) 5243

iss10 SPAC7D4.14c NURS complex subunit 1ss10 S328, 5334, 5434

'f’pll SPAC22G7.02 | karyopherin Kap111 (predicted) $563, 5566, $572

kap12 .

3 SPBC14F5.03c | karyopherin Kap123 T531, 7535, S613

kes1 SPCC970.08 inositol polyphosphate kinase Kcs1 (predicted) T92,T96, S671
2-oxoglutarate dehydrogenase (lipoamide) (el

kgdl SPBC3H7.03c component of oxoglutarate dehydrogenase T477
complex) (predicted)

. . - L . $68, S91, S531, S532, S535,

kinl SPBC4F6.06 microtubule affinity-regulating kinase Kinl 5598, 5741

Kip2 SPAC664.10 Eﬂl:jnzus-end directed microtubule motor kinesin-14, saa

klp3 SPAC1834.07 kinesin-like protein Klp3 S205, 7214, S218

kip9 SPBC15D4.01c | kinesin-like protein Klp9 S$596, S605, S611

knk1 SPBC947.01 AAA family ATPase kink, Knk1 S145, 5167, S188

kril SPAC22G7.05 ribosome biogenesis protein Kril (predicted) S225

krs1 SPBC17G9.03c | cytoplasmic lysine-tRNA ligase Krs1 (predicted) S62

kspl SPBC16E9.13 serine/threonine protein kinase Ksp1 (predicted) S322

lafl SPAC14C4.12c¢ | ClIr6 L associated factor 1 Lafl S136

laf2 SPCC1682.13 Clr6 associated factor 2, Laf2 S111,S114,5131

lagl SPAC1A6.09c sphingosine N-acyltransferase Lagl S374

larl SPAC1527.03 RNA-binding protein (predicted) S444, 5449

Icp5 SPAC18B11.06 | U3 snoRNP-associated protein Lcp5 (predicted) 5134

lern? SPAC18G6.10 inner nu.clea.r me.mbrane protein involved in $206
chromatin silencing Heh1/Lem2

leu2 SPAC9E9.03 3-isopropylmalate dehydratase Leu2 S744

liz SPBC2G2.01c plasma mem.brane pantothenate transmembrane T141 Y143
transporter Liz1l

lsb1 SPBC119.05¢ WISk(?tt-A|C|rICh syhdrome homolog binding 5121, 5122
protein Lsb1 (predicted)

Isb4 SPAPJ696.02 actin cortical patch component Lsb4 (predicted) S322

Isk1 SPAC2F3.15 P.-TEFb-assouated cyclin-dependent protein 5189, 5190
kinase Lsk1

Itvl SPAC3F10.17 ribosome biogenesis protein Ltvl (predicted) S171,S179

S256, S260, S294, S295,
macl SPAC13G7.04c | plasma membrane anchored protein Macl $298, T333, S356, T375,
S523, 5549, T697
mak1l SPAC1834.08 histidine kinase Mak1 S16
mani SPAC14CA.05¢ LEM domain protein Man1, Sadl interacting <312

factor
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mcm4é SPCC16A11.17 | MCM complex subunit Mcm4/Cdc21 S58, S64, S91
mcm7 iPBC25D12.03 MCM complex subunit Mcm7 S44
mdb1 SPACUNK4.14 BRCT domain protein Mdb1 T319, S364, S365, S366
med1 SPAC2F7.04 mediator complex subunit Med1 S8
r5ned1 SPBC146.01 mediator complex subunit Med15 S177
meu7 SPBC16A3.13 alpha-amylase homolog Aah4 T661, T676, S678
PT/TIG ankyrin repeat containing transcription
mga2 SPAC26H5.05 regulator of fatty acid biosynthesis (predicted) T122,5524, T1000, T1002
mis3 SPBC25B2.05 rRNA processing protein Mis3 T83,T94.T97
mlol iPCC31H12'03 RNA binding protein (predicted) T125
mmbl | SPBC25B2.07c | mitochondrial microtubule binder Mmb1 S213,T359
mmil SPCCT36.12¢ nucleus spn.ecmc RNA binding exosome specificity 566, T312
factor Mmil
mnr2 SPAC17A2.14 vacuolar CorA family magnesium ion 165
transmembrane transporter Mnr2
mob?2 SPCC970.04c protein kinase activator Mob2 S29, S31
mod5 SPBC530.04 Teal anchoring protein Mod5 T29, S46, T55
moel SPAC637.07 translation initiation factor elF3d Moel Y85, S92
mot1 SPBC1826.01c TATA?blndmg protein associated factor Mot1 244
(predicted)
S52, 5113, 5195, S505, S509,
mpd2 SPAC4F10.13c | GYF domain protein S511, S547, S562, S831,
S951
mpel SPBPSB7.15¢ mRNA cleavage ubiquitin-protein ligase E3 Mpel T458
(predicted)
mrd1 SPBP22H7.02c | RNA-binding protein Mrd1 (predicted) $218, 5248
SPBC11G11.0 mMRNA turnover and ribosome assembly protein
mrt4 3 Mrt4 (predicted) T160
msh6 SPCC285.16¢ MutS protein homolog 5128, 5149, S301
msol SPAC1F5.05¢c exocytic docking protein Msol T61, S105
mtl2 SPAC11G7.01 serine-rich Schizosaccharomyces specific protein S299
mtol SPCC417.07c gamma tubulin complex linker Mtol $1005, S1009
mto2 SPBC902.06 gamma tubulin complex linker Mto2 S275
;;ugl SPCC16C4.17 Schizosaccharomyces specific protein Mug123 S9
mugl . o .
47 SPBC56F2.06 Schizosaccharomyces specific protein Mug147 S210, S227
mug2 SPBC106.08c mug2/mugl35/meu2 family S153
;“‘g7 SPCC1902.02 | oxidoreductase (predicted) 5567
mvdl SPAC24C9.03 dlphqsphomevalonate decarboxylase mvd1 T117,5123, 5124,
(predicted)
mvpl SPAC3A11.06 sorting nexin Mvp1 (predicted) 5280, S284
nedl SPAC1952.13 lipin, phosphatidate phosphatase Ned1 S$159, S318, 5321
nep2 SPBC32H8.02c | NEDDS protease Nep2 S367
nmd3 SPAC16C9.03 export adaptor Nmd3 (predicted) T469
nnk1 SPCC70.05c¢ serine/threonine protein kinase Nnk1 (predicted) T142
nogl SPBCE51.01c rlbosc.>me export GTP binding protein Nogl s381
(predicted)
nop58 | SPAC23G3.06 U3 snoRNP protein Nop58 (predicted) S33, 5417
nskl SPAC3G9.01 (,\lespkll—lnteractlng, microtubule plus-end binding 5433, 5441
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nstl SPAC29E6.10c | conserved fungal NST1 family protein S358, S965

ntpl SPBC660.07 alpha,alpha-trehalase Ntp1 S16, S71

nucl SPBCAC3.05¢ DNA—d.lrected RNA polymerase | complex large 51438, 51441
subunit Nucl

nupl2 { SPAC3ODILO 1\ 1eoporin Nup124 5168, 5244

4 4c

nupl4 .

6 SPAC23D3.06c | nucleoporin, WD repeat Nup146 T463, 5479, S897

nup40 | SPAC19E9.01c | nucleoporin Nup40 S27,5148

nup60 | SPCC285.13c nucleoporin Nup60 Ig?:’ 7303, 5305, 5310,

nurl SPCC4G3.11 Lem2-Nurl complex subunit Nurl 5268

nvj2 SPBC23G7.06¢c | nucleus-vacuole junction protein Nvj2 S473, 5668

nxt3 SPBP8B7.11 ubiquitin protease cofactor Nxt3 (predicted) 5167

obrl SPAC3C7.14c NAD(P)H dehydrogenase (quinone) (predicted) 5181

osh2 SPBC2F12.05c | sterol binding ankyrin repeat protein (predicted) $394, S846, T869

oxsl SPBC29A10.12 | Oxidative stress transcription corepressor Oxs1 S88

pafl SPAC664.03 RNA Polymerase Il associated Pafl complex 5388, 5394
(predicted)

pall SPCP1E11.04c | membrane associated protein Pall $119, S244, 5361

SPAC25G10.0 actin cortical patch component, with EF hand and (T463 0T499), (T573 0 T622
panl 9c WH2 motif Panl (predicted) 0 T688), (T668 0 T734),
P 51039, 51053, T1758

pan3 SPAC1B1.04c PAN complgx protein phosphotransferase subunit 5146, S165
Pan3 (predicted)

papl SPAC1783.07c | transcription factor Pap1/Caf3 T297,T313

ocf2 SPAC26H5.03 (PZ?szassemny factor (CAF-1) complex subunit B, 5231, 5468

peyl SPCC1827.02¢ cholerephosphate cytidylyltransferase Pcyl 522, 5315, 5318
(predicted)

pdi3 SPBC3D6.13c ER associated protein disulfide isomerase Pdi3 5708
meiotic sec14 cytosolic factor family,

pdrl6 SPCC23B6.04c | phospholipid-intermembrane transfer protein S400, T420
Pdr16 (predicted)

pegl SPAC3G9.12 CLASP family microtubule-associated protein S860

pepl2 | SPBC31E1.04 SNARE Pep12 S197

pep? SPAC17G6.08 prevacuole/endosomal FYVE tethering component $20
Pep7 (predicted)

pet1 SPAC22FS.04 Golgi phosphoenolpyruvate transmembrane 512,547
transporter Petl

fs2 SPAC12G12.1 mMRNA cleavage and polyadenylation specificity 1377

P 4c factor complex, WD repeat protein Pfs2

pho84 | SPBCSE4.01c morg:-mm phosphate transmembrane transporter s12
(predicted)

php4 SPBC16E9.01c | CCAAT-binding factor complex subunit Php4 S17

php5 SPBC3B8.02 CCAAT-binding factor complex subunit Php5 S62

) . . ) S156, T189, T196, S286,

picl SPBC336.15 kinetochore protein, INCENP ortholog Picl 5475, 5497, 5526

pikl iPACZZElZ.lG 1-phosphatidylinositol 4-kinase Pik1 S343

pill SPCC736.15 eisosome BAR domain protein Pill S310, S313

pitl SPAC3C7.06c serine/threonine protein kinase, meiotic Pit1 T198, 5202

pkal SPBC106.10 ;ﬁaMlP—dependent protein kinase catalytic subunit <350

pkd2 SPAC1F7.03 TRP-like calcium ion channel Pkd2 T653

plcl SPAC22F8.11 phosphoinositide phospholipase C Plcl S22
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pmcl SPAPB2BA.04c vacuolar calcium transporting P-type ATPase P2 $26, T1251
type, Pmcl

pmp3 -

1 SPCC1183.09¢ | plasma membrane proteolipid Pmp31 S95, S97
ING family histone acetyltransferase complex

png2 SPBC1709.11c PHD-type zinc finger subunit Png2 5197, 5198

pobl SPBC1289.04c | Boifamily protein 5194, S463, S652

pofl iPAC57A10'05 F-box/WD repeat protein Pofl S232

pol2 SPBC25H2.13c | DNA polymerase epsilon catalytic subunit Pol2 T1763, S1770

pom1 SPAC2F7.03c DYRK family cell polarity protein kinase Pom1 S310

pop4 SPBC1703.01c | RNase P and RNase MRP subunit S75

ppkl4 | SPAC4G8.05 serine/threonine protein kinase Ppk14 (predicted) | S100, T527

ppkl5 | SPAC823.03 serine/threonine protein kinase Ppk15 (predicted) | T502

ppk22 | SPBC1861.09 serine/threonine protein kinase Ppk22 (predicted) | S94

ppk29 | SPBC557.04 Ark1/Prk1 family protein kinase Ppk29 T503, 5512, S769

opk3 SPACI5A10.13 E;(I)(t;m kinase domain and HEAT repeat protein 5562, 5564, 5571

ppk38 | SPCP1E11.02 Ark1/Prk1 family protein kinase Ppk38 T400
pescadillo-family BRCT domain protein Pppl

pppl SPBC19F5.05¢ (predicted) 7320

prpll SPCC10H11.01 | ATP-dependent RNA helicase Prp11 T853

prp4 SPCC777.14 serine/threonine protein kinase Prp4 T80, S94

przl SPAC4G8.13c calcineurin responsive transcription factor Prz1 S543

pstl SPBC12C2.10c | CIr6 histone deacetylase complex subunit Pstl S442, 5904
MAP kinase threonine phosphatase, protein

ptc3 SPAC2G11.07¢ phosphatase 2c homolog Ptc3 5389

ptr2 SPBC13A2.04c E'tI'rszamlly peptide transmembrane transporter 513, 553

publ SPAC11G7.02 HECT-type ubiquitin-protein ligase E3 Publ T153, 5154

puf2 SPBP35G2.14 pumilio family RNA-binding protein Puf2 S516

buf3 SPAC1687.22¢ pumll.lo family RNA-binding protein Puf3 5129
(predicted)

puf3 SPAC1687.22¢ pumll.lo family RNA-binding protein Puf3 <156
(predicted)

puf6 SPCPIE1L11 pumll.lo family RNA-binding protein Puf6 53
(predicted)

pusl SPCC126.03 TruA family tRNA/ U2 snRNA pseudouridine <24
synthase Lspl

pus? SPBC1A4.09 pseudouridine synthase Pus7 (predicted) S502

pwil SPCC825.05¢ splicing coactivator Srm160 (predicted) S209, S211

pwp2 SPBC713.04c U3 snoRNP-associated protein Utp1l (predicted) S105

pypl SPAC26F1.10c | tyrosine phosphatase Pypl T239

radl SPAC1952.07 checkpoint clamp complex protein Rad1l T318

rad4 SPAC23C4.18c | BRCT domain protein Rad4 T589, T591

rads SPAC13G6.01c ::::quwtm—protem ligase E3 involved in DNA repair 525, 531

rba50 SPBC947.13 RNA polymerase |l associated protein (predicted) 5233
RNA polymerase | transcription termination

rebl SPBC1198.11c | factor/ RNA polymerase Il transcription factor S141
Rebl

red5 SPBC337.12 NURS complex subunit Red5 S66

regl SPAC227.15 prote.m phosphatase regulatory subunit Regl 5185, 5411
(predicted)

reil SPCC550.15c¢ ribosome biogenesis protein Reil (predicted) S175
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rga2 SPAC26A3.09c | RhoGAP, GTPase activating protein Rga2 S864

rga3 SPAC29A4.11 RhoGAP, GTPase activating protein Rga3 S629

rgad SPBC28E12.03 | RhoGAP, GTPase activating protein Rga4 T87,5378

rga6 SPBC354.13 RhoGAP,GTPaseacnvaUngproten1Rga6 12,77, T12
(predicted)

rga7 SPBC23G7.08c | RhoGAP, GTPase activating protein Rga7 S436, 5492, S496

rga8 iPACBAll'Ol RhoGAP, GTPase activating protein Rga8 S772

rgfl SPCC645.07 RhoGEF for Rho1l, Rgfl S$528

rgf3 SPCC645.06¢c RhoGEF Rgf3 S74, 594

ribl ;iAPNGll'O GTP cyclohydrolase Rib1 (predicted) S139

rix7 SPBC16E9.10c | ribosome assembly ATPase Rix7 (predicted) S423

rnals SPAC644.16 RNA-binding protein Rnal5 T297

rnf10 SPBP8B7.23 ubiquitin-protein ligase E3 (predicted) T600

rg10 SPACE88.07¢ gz:?gconprotanlnvowed|nseptun1fonnauon $238, 5664, 5971

rnp24 SPAC3G6.04 RNA-binding protein Rnp24 S322

;p|320 SPBC16C6.11 | 60S ribosomal protein L32 s19

rpl701 SPBC18H10.1 695 rlbospmal protein L7a involved in ribosome 58

2c biogenesis

1702 | SPAC3HS5.07 60S rlbqsomal protein L7b involved in cytoplasmic $29
translation

rpl8 SPBC29A3.04 60S ribosomal protein L7a/L8 (predicted) S33

rpnll SPAC31G5.13 19S proteasome regulatory subunit Rpn11 T101,T128,T136

;2”13 iPCC16A11'16 19S proteasome regulatory subunit Rpn13b S204, 5205, S229

:rlppZO SPBP8B7.06 | 60S acidic ribosomal protein A2 167

rpsl3 SPAC6F6.07c 40S ribosomal protein S13 S32

rps901 | SPAC24H6.07 40S ribosomal protein S9 S161

rps902 | SPBC29A3.12 40S ribosomal protein S9 (predicted) 5161

rrpl5 SPAC227.02c rRNA processing protein Rrp15 (predicted) S18

rrp5 SPCC1183.07 U3 snoRNP-associated protein Rrp5 (predicted) T1391

rsc4 SPBC1734.15 RSC complex subunit Rsc4 S315

rsdl ?ZAClQGlZ.O RNA-binding protein Rsd1 (predicted) S132,5334

rem23 | SPBC29A3.15¢ mltoc'hondrlal ribosomal protein subunit S23 595, 5101, 5102
(predicted)

rst2 SPAC6F12.02 transcription factor Rst2 T141, 5292, S369

rud3 SPBC119.12 Golgi matrix protein Rud3 (predicted) S385

sakl SPAC3G9.14 transcriptional activator Sak1 S224

Zapll iPACZZAlz'Og U2 snRNP subunit Sap114 5339

sap6l SPBC36.09 U2 snRNP-associated protein sap61 S360

scdl SPAC16E8.09 RhoGEF Scd1 S639, 5642

sce3 ZZBClSHl0.0 translation initiation factor (predicted) T284, T350, T357

sckl SPAC1B9.02c serine/threonine protein kinase Sck1 S12, 514,521

_ S275, S396, S400, S410

scrl SPBC1D7.02c transcription factor Scrl $424, 5480

scs22 SPAC17C9.12 VAP family protein Scs22 S264

scwl SPCC16C4.07 RNA-binding protein Scw1 555, 568, T30, 5309, T369,

T375, T388, T393
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cea3 SPAC11E3.05 ublqumn-prote'ln ligase E3, t;oatamer related T84, 5103, 5106
complex subunit Sea3 (predicted)
secl6 SPAC29B12.07 multu.:iomaln vesicle coat component Sec16 1587
(predicted)
secl7 SPAC959.02 alpha SNAP (predicted) S76
cec2 SPAC23CA.10 guanyl-nucleotlde exchange factor Sec2 1356
(predicted)
sec24 SPAC22F8.08 COPII cargo receptor Sec24/Sfb2 subunit 5108
sec3 SPAC17G8.12 exocyst complex subunit Sec3 S274
cect? SPAC17G6.09 ER protein translocatlon subcomplex subunit $254, 5257
Sec62 (predicted)
sec7d SPAC26FL.01 guanyl-nucleotlde exchange factor Sec74 $70
(predicted)
sec9 SPBC26H8.02c | SNAP-25 homologue, t-SNARE component Sec9 S141, T144, 5164, T165
1-Sep | SPBC4C3.12 forkhead transcription factor Sep1 S426, 5429
set2 EPACZQBIZ'OZ histone lysine methyltransferase Set2 S36, S37
sfthl SPCC16A11.14 | RSC complex subunit Sfhl T60, T64
sfpa7 SPAC7D4.02c Ubp4 interactor Sfp47 S266
cytoskeletal protein binding protein Slal family, T278, S306, S919, S927,
shdl SPACI6ES.01 Shd1 (predicted) T928,T984, 71152
shkl SPBC1604.14c | PAK-related kinase Shk1 S78
sirl SPAC10F6.01c | sulfite reductase beta subunit Sirl S220, 5712
ske2 SPBC1709.05 heat shock protein, ribosome associated 5353, T421, $557
molecular chaperone Sks2
slel SPAC1A6.07 eisosome assembly protein Segl S606
slyl SPCC74.01 SNARE binding protein Slyl (predicted) S36
smil SPBC30D10.17 | cell w.aII biosynthesis/ cell cycle regulator $72, 579, S500
c (predicted)
snf22 SPCC1620.14c | ATP-dependent DNA helicase Snf22 S405
snf30 SPAC23G3.07c | SWI/SNF complex subunit Snf30 T239
sod22 SPAC3A11.09 plasma membrane sodium ion/proton antiporter T674
Sod22
sog2 SPBC887.09¢c leucine-rich repeat protein Sog2 T358, S404, 5421
soll SPBC30B4.04c | SWI/SNF complex subunit Soll S342
spol5 SPACIF3.06¢ mitotic and mieotic spindle pole body protein 582, 5617
Spol5
spt2 SPCC1393.02¢ | non-specific DNA binding protein Spt2 (predicted) 5281
spts SPAC23C4.19 DSIF tljanscrlptlon elongation factor complex T832,T845,T872, T881,
subunit Spt5 T890
spt7 SPBC25H2.11c | SAGA complex bromodomain subunit Spt7 S156
sqsl SPBC30B4.02c | R3H and G-patch domain protein Sqs1 (predicted) S513
srkl SPCC1322.08 MAPK-activated protein kinase Srk1 S25
ssal SPAC13G7.02c | heat shock protein Ssal (predicted) T36
ssa2 SPCC1739.13 heat shock protein Ssa2 (csp6, hsp70) T36
ssn6 SPBC23E6.09 transcriptional corepressor Ssn6 S840
ssp2 SPCCTA.03c AMP—actlvat.ed protein serine/threonine kinase <382
alpha subunit Ssp2
sorting receptor for ubiquitinated membrane
sst4 SPAC19A8.05¢ proteins, ESCRT 0 complex subunit Sst4 1302
sszl SPAC57A7.12 heat shock protein Ssz1 (predicted) S131, 5144
stell SPBC32C12.02 | transcription factor Stell $206, S208, S250
str3 SPAC1F8.03c siderophore-iron transmembrane transporter Str3 | T6
sts5 SPCC16C4.09 cytoplasmic P body 3'-5'-exoribonuclease, Dis3L2- 1377
related (predicted)
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sttd SPBC577.06¢ 1-phosphatidylinositol 4-kinase Stt4 T1762, S1765
styl iPAC24Bll.06 MAP kinase Styl T171
sum3 SPCC1795.11 translation initiation RNA helicase Sum3 S52, S606
sup35 SPCC584.04 cytoplasmic translation release factor class Il eRF3 | S71
sypl SPBC4C3.06 F-BAR domain protein Syp1 (predicted) 5438
tafl SPAC2G11.14 transcription factor TFIID complex subunit Taf111 S808
transcription factor TFIID complex subunit A/
taf12 SPACI5A10.02 SAGA complex subunit Taf12 T221
tafa SPAC23G3.09 tranSt.:rlptlon factor TFIID complex subunit Taf4 a1
(predicted)
tanl SPBC25H2.10c | tRNA acetyltransferase Tanl (predicted) S72
thel3 SPAC1952.17¢ GTPa}se activating protelnf involved in vesicle- 527
mediated transport (predicted)
tricalbin, C2 domain protein (phospholipid
tcb2 SPCP31B10.06 | binding) ER-plasma membrane tethering protein S1061
Tcb2 (predicted)
tricalbin, C2 domain protein (phospholipid
tcb3 ;2APYUK71.0 binding) ER-plasma membrane tethering protein S853
Tcb3
tco89 SPCC162.12 TORC1 subunit Tco89 S304
tdh1 SPBC32F12.11 | glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Tdhl | T184
teal SPCC1223.06 cell end marker Teal S476, S503
tea2 SPBC1604.20c | kinesin family plus-end microtubule motor Tea2 S50
tea3 SPAC6G10.02c | cell end marker Tea3 5983
tea3 SPAC6G10.02c | cell end marker Tea3 51058
) . S38,T127, S424, S510, S768,
tef3 SPCC417.08 translation elongation factor eEF3 5783, 5981
translation elongation factor EF-1 beta subunit,
tef SPCC1450.04 guanyl-nucleotide exchange factor (eEF1B) 58
tfgl SPCC1620.09¢ transcrlptlf)n factor TFIIF complex alpha subunit T388, T390
Tfgl (predicted)
thol SPCP25A2.03 THO complex subunit Thol (predicted) S652
tif211 SPAC3G9.09¢ translation initiation factor elF2 alpha subunit S303
tif224 SPAC21E11.06 | translation initiation factor elF2B delta subunit S19, 5102
tif33 SPACA4A8.16c¢ translation initiation factor elF3c S20, S162, 5163
tif35 gPBClSHl0.0 translation initiation factor elF3g S6, S189
$112, 5199, S501, S652,
tif471 SPAC17C9.03 translation initiation factor elFAG $789, 5942, 51349, S1353,
S1357
tifs1 SPAC26H5.10¢ translation (.elongatlon and termination factor 575, 577
elF5A (predicted)
tif512 SPBC336.10¢ translation glongatlon and termination factor 587, 589
elF5A (predicted)
tif52 SPAC56F8.03 translation initiation factor elF5B Tif52 (predicted) | S77,5213,5218
if6 SPCC1919.09 tr.anslatlc%n |n|t|at.|on factor-like ribosome <175
biogenesis protein
tipl SPAC3C7.12 CLIP170 family protein Tip1l 582
tmfl SPBC365.07¢c Golgi coiled-coil protein Tmf1 (predicted) S420
topl SPBC1703.14c | DNA topoisomerase | S52,5111,T166
top2 SPBC1A4.03c DNA topoisomerase |l S$1363
tpr1 SPAC27D7.14c RNA pplymerase Il associated Pafl complex <930
subunit Tprl
tps3 SPACUNKA4.16 alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase 5163

C

(predicted)
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trm1 SPBC25D12.05 | tRNA (guanine-N2-)-methyltransferase Trm1 S93
tlrm40 SPAC17D4.04 tRNA (cytosine-5-)-methyltransferase (predicted) T308, S321, T327
trrl SPBC3F6.03 thioredoxin reductase Trrl T49, T50, T65
trel SPBCISH2.02 cytop.lasmlc threonine-tRNA ligase Trs1 $242, 5250, 5251
(predicted)
trs120 SPAC6G10.05¢c | TRAPP complex subunit Trs120 S$208, 5211
tup12 SPAC630.14c transcriptional corepressor Tup12 T180, S213
twfl SPCC126.06 twinfilin (predicted) 5143
uap2 SPBC1289.02c | U2 snRNP-associated protein Uap2 S103
uaps6 | SPAC17G6.14c TRFtX complex subunit, ATP-dependent RNA can
helicase Uap56
ubp14 | SPBC6B1.06c Lys48-specific deubiquitinase Ubp14 S694
ubpl6 | SPCC1682.12c | ubiquitin C-terminal hydrolase Ubp16 S61
ubp6 SPAC6G9.08 ubiquitin C-terminal hydrolase Ubp6 S360
ubp7 SPAC23G3.08c | ubiquitin C-terminal hydrolase Ubp7 $337, S440, S638
ubp9 SPBC1703.12 ubiquitin C-terminal hydrolase Ubp9 S549
ubx3 SPAC343.09 UBX domain protein Ubx3, Cdc48 cofactor T64
ulp2 SPACI7A5.07¢ SUMQ deconjugating cysteine peptidase Ulp2 $49, 590
(predicted)
carbamoyl-phosphate synthase (glutamine
ural SPAC22G7.06¢ | hydrolyzing), aspartate carbamoyltransferase 51866
Ural
urgl SPAC1002.19 GTP cyclohydrolase Il Urgl (predicted) 5432
utpl6 SPBP8B7.10c U3 snoRNP-associated protein Utp16 (predicted) $132
utpl8 SPBC29A3.06 CGI-48 family Utp18 (predicted) S140
small-subunit processome, UTP-C complex subunit
utp22 SPBC776.08c Utp22 (predicted) T19
utp50 SPCC1450.03 rlbonycleoproteln (RNP) complex Utp502 $231
2 (predicted)
vgll SPCC550.14 KH domain RNA binding protein, vigilin (predicted) 22?’01-120’ 5122,5125, 5147,
vmalO | SPBC1289.05c | V-type ATPase V1 domain subunit G (predicted) S93
82513 SPBC16C6.02¢ | chorein homolog Vps1302 (predicted) T549, T562
vps5 SPCPJ732.01 retromer complex subunit Vps5 S112
\ip590 SPBC4F6.10 guanyl-nucleotide exchange factor Vps902 S453
vacuolar transporter chaperone (VTC) complex
vtc2 SPAC14C4.11 polyphosphate synthetase subunit, , Vtc2/3 T529
(predicted)
Smaug family RNA binding protein involved in
vtsl SPBCI3E7.03¢ CCR4-NOT dependent deadenylation (predicted) 5218, 5432
winl SPAC1006.09 MAP kinase kinase kinase Win1l 5188
wisl SPBC409.07c MAP kinase kinase Wis1 T120, S201
yapl8 | SPBC19F8.03c | ENTH/VHS domain protein (predicted) ;ﬁg' 5410, T414, 5415,
yrsl SPCC1672.05¢c | cytoplasmic tyrosine-tRNA ligase Yrs1 (predicted) S393
ysh1 SPAC17G6.16¢ mRNA cleavage and pvolyadenylatlon spe.cncluty <712
factor complex endoribonuclease subunit Ysh1
2ds1 SPAC31F12.01 zds family F)rotem phosphatase type A regulator T600, T606, T789
Zds1 (predicted)
2ip2 SPCC126.09 vacuolar membra.ne zinc transmembrane $149, 5153
transporter (predicted)
2uol SPBC1778.01c rlbosqme—aSSOC|ated chaperone, zuotin 281
(predicted)
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S$57,S319

SPAC1420.01c

DUF1752 family protein, involved in regulation of
transcription (predicted)

$181, 5236, 5238

ATP-dependent DNA helicase/ ubiquitin-protein

SPAC144.05 ligase E3 (predicted) T737,5738

SPAC144.17c 6-phosphofructo-2-kinase (predicted) S106

SPAC16A10.03 | ubiquitin-protein ligase E3 involved in vesicle

c docking Pep5/Vps11-like (predicted) 1829, T831

SPAC222.13c 6-phosphofructo-2-kinase (predicted) S70

iPAC22A12.14 BSD domain protein, unknown biological role S259

SPAC22F8.05 (arljp::ji,:tlzg)a—trehaIose—phosphate synthase 788, 5109
Golgi Ras-interacting protein with DIL domain,

SPAC25B8.08 human RADIL and RASIP1 ortholog (predicted), S305
implicated in vesicle-mediated transport

SPAC25G10.0 RNA-binding protein involved in histone 5199

1 acetylation

SPAC29A4.09 rRNA exonuclease Rrp17 (predicted) T153, 5157

SPAC3G6.07 Schizosaccharomyces specific protein Y63, T85

wdr44 | SPAC3H5.08c WD repeat protein, human WDR44 family S$138, 5262

SPAC3H5.09¢

mitochondrial protein, human KIAA0100 ortholog
(predicted)

T2074, T2080

SPAC458.02¢ mRNP complex (predicted) $105, S342

SPAC4G8.04 GTPase activating protein (predicted) T327,5349, S364

SPAC57A7.05 ER transmembrane transporter (predicted) 5141

SPAC607.07c Schizosaccharomyces specific protein S$113,5118
DEAD/DEAH box helicase, human DDL60 and

SPAC694.02 DDLEOL ortholog S518

SPACTDA.12¢ ThrE' amino faad transmembrane transporter T44, 560
family protein

SPAC806.06¢ nicotinamide mononucleqnde (NMN) $26, 532
adenylyltransferase (predicted)

SPAC824.09c GTPase activating protein (predicted) S254

SPAC8C9.04

Schizosaccharomyces specific protein

5167, 5176, T500

SPAPB1A10.0

5 Schizosaccharomyces specific protein T23
gPAPBlAlo.l Schizosaccharomyces specific protein $135
SPAPBLE7.01c DUF3245 nucl.eolar protein, conserved in fungi T127
and plant family
SPAPYUG7.05 delta—-l—pyrrollne—5—carboxylate reductase 596
(predicted)
SPBC12C2.03c | methionine synthase reductase (predicted) S21
SPBC13E7.07 Schizosaccharomyces specific protein S156
SPBC1604.12 Schizosaccharomyces specific phosphoprotein $70, S73, S603
SPBC16E9.02c | CUE domain protein, human TOLLIP ortholog 5418
SPBC16H5.08¢ r.lbosome.blogenesw ATPase, Arb family ABCF2- s6a
like (predicted)
SPBC1773.04 methylglyoxyl reductase (NADPH-dependent) T153, 5160
(predicted)
SPBC17A3.05¢ DNAJ/DUF1977, human DNAJB12 homolog, Hsp70 T64
co-chaperone (predicted)
SPBC17D1.05 Schizosaccharomyces specific protein S157, 5160
SPBC1E8.02 ER ubiquitin family protein (predicted) S227
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iPBCZOFl0.0Z E))rLtJ;irotlgl family protein, human C100rf76 T60, Y70, $74
SPBC21B10.07 | glycosyl hydrolase family (predicted) S21, 523
SPBC25B2.03 zf-C3HC4 type zinc finger $125
SPBC27B12.12 | CorA family magnesium ion transmembrane <29
c transporter (predicted)
SPBC30D10.15 | snoRNP assembly factor Nafl (predicted) S361, S366
SPBC3BS.04c r);rc;sdr:?taet;)(m) transmembrane transporter $140
SPBC3E7.09 Sadl-UNC-IiIfe protein involved protein folding in <214
the ER (predicted)
TPR repet serine/threonine protein phosphatase,
SPBC3F6.01c unknO\’:/n specifiéity (predictF:ad) Proe 5150
SPBC3H7.02 sulfate transmembrane transporter (predicted) S873
SPBC428.10 Schizosaccharomyces pombe specific protein S337, S340, S353, 5748
cytoplasmic P body 3'-5'-exoribonuclease, Dis3L2-
SPBC609.01 rzlat‘;  (oredicte d;’ $20, 522
SPBC646.08c oxysterol binding protein (predicted) $182,5183
zf-FYVE type zinc finger protein, localizations and
SPBC9B6.03 processes on human protein appear to be S23
conflicting
SPBPB7ES8.02 PSP1 family protein S497
SPCC1672.11c | P-type ATPase P5 type (predicted) 5108
Armadillo-type fold protein, DUF1941 family
SPCC16C4.02c | protein, human neurochondrin ortholog, S241

implicated in signal transduction

SPCC1739.01

zf-CCCH type zinc finger protein

$322,T358, S399, 5406,
5409, 5489, S495, S522

SPCC1795.12¢

Schizosaccharomyces specific protein

S53

SPCC191.01 Schizosaccharomyces specific protein S99, 5102
SPCC23B6.01c | oxysterol binding protein (predicted) S440, S443
iPCCMBlO'OZ NAD/NADH kinase (predicted) S422
SPCC320.06 conserved fungal protein T7
SPCC320.08 transmembrane transporter (predicted) S463, S466, S467
SPCC4G3.12c ubiquitin-protein ligase E3 (predicted) S246
SPCC553.12¢ transmembrane transporter (predicted) S21
SPCC594.01 DUF1769 family protein S638, S640

. . T300, T304, S419, S421,
SPCC594.02c DUF2456 family conserved fungal protein 5477, 5479
SPCC622.14 GTPase activating protein (predicted) $129. 5130, S133
SPCC622.15c¢ Schizosaccharomyces specific protein T69, T77, 592, S506
SPCC70.10 Schizosaccharomyces specific protein S77,581
SPCC825.01 ATPase, involved in cytoplasmic translational a7

initiation (predicted)
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Taula Annex 2. Proteines fosforilades en la soca wt que no estan
fosforilades a la soca Ackk2 en condicions de deprivacié de
nitrogen.

Gen ID | Proteina | Residus fosforilats \

abc3 SPBC359.05 ABC transmembrane transporter Abc3, unknown T755,T761, T762
specificity

abol SPAC31G5.19 ATPase with bromodomain protein 51047, 51054

adal SPBC106.04 adenosine deaminase Adal 5825

adn2 SPBC1289.10c | transcription factor Adn2 (predicted) S614, 5617

adn3 SPCC1494.10 transcription factor Adn3 Y706, 5707, 5713

ahal SPBC1711.08 chaperone activator Ahal $194

aim21 SPBC18E5.07 DUF3210 family conserved fungal protein S$259, S519

alp14 SPCC895.07 TOG/XMAP215 microtubule plus end tracking S650
polymerase Alp14

amk2 SPCC1919.03c | AMP-activated protein kinase beta subunit Amk2 S75

anil SPBC1347.02 CENP-A amino terminus domain (NTD) isomerase Anil | S248

any2 SPAC1F12.05 arrestin-related endocytic adaptor Any2 (predicted) T13, 539, S44

arcl SPBC14C8.06 ARP2/3 actin-organizing complex subunit Sop2 $338, S365

arc2 SPAC6F6.10c ARP2/3 actin-organizing complex subunit Arc34 S313

arp3 SPAC630.03 Arp2/3 protein complex, actin-like protein subunit S44
Arp3

arp8 SPAC664.02c Ino80 complex actin-like protein Arp8 S62

arx1l SPBC23E6.05 ribosomal export complex protein Arx1, peptidase S353, S355
family (predicted)

asel SPAPB1A10.0 antiparallel microtubule cross-linking factor Asel S640

9

aspl SPCC1672.06c | inositol hexakisphosphate kinase/inositol S21
pyrophosphate synthase (predicted)

atb2 SPBC800.05¢c tubulin alpha 2 T382

atfl SPBC29B5.01 transcription factor, Atf-CREB family Atfl 5438, S441

atgl3 SPAC4F10.07c | autophagy associated protein kinase regulatory S611
subunit Atg13

athl SPBC21B10.03 | ataxin-2 homolog S71,S5213

c
bbcl SPAC23A1.17 WIP family cytoskeletal protein Bbcl (predicted) S501, S597, T685, T689,
S1255

bdfl SPCC1450.02 Swrl complex bromodomain subunit Bdfl S34

bdp1 SPCC1919.14c | transcription factor TFIIIB complex subunit Bdpl S107
(predicted)

bfrl SPCC18B5.01c | brefeldin A transmembrane transporter Bfrl 5486, S489

bltl SPBC1A4.05 ubiquitin domain-like protein BIt1 S56, T650

bop1 SPAP32A8.03c | ubiquitin-protein ligase E3, human RNF126 ortholog 5487
(predicted)

bqt3 SPCC594.07c bouquet formation protein Bqt3 T130, S147, 5153

brfl SPBC13E7.10c | transcription factor TFIIIB complex subunit Brfl 5289

btb2 SPBC25B2.06¢ | BTB/POZ domain protein Btb2 T7,S37

bud6 SPAC15A10.16 | nucleation-promoting factor Bud6 51336

buré SPAC17G8.03c | DNA polymerase epsilon interactor Dpb3-like T156

caol SPAC2E1P3.04 | copper amine oxidase Caol S519

capl SPCC306.09¢c adenylyl cyclase-associated protein Capl T53

cchl SPAC6F6.01 plasma membrane calcium ion import channel Cchl S325, S326, S334

ccsl SPAC22E12.04 | superoxide dismutase copper chaperone Ccsl S231

cdb4 SPAC23H4.09 curved DNA-binding protein Cdb4 S$233, 5235, 5237

cdcl10 SPBC336.12c MBF transcription factor complex subunit Cdc10 S222
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cdcl5 SPAC20G8.05c | extended Fer/CIP4 (EFC) domain protein Cdc15 T440, S490, 5493, S535,
S617, 5632, S689, S693,
S755, 5763
cdtl SPBC428.18 replication licensing factor Cdtl S24,527,T29
cekl SPCC1450.11c | serine/threonine protein kinase Cekl S477, 5480, 5482
cfh2 SPCC417.05c¢ SEL1 repeat protein, chitin synthase regulatory factor- | S117
like Cfh2
cfrl SPAC6G9.12 exomer complex BRCT domain subunit Cfrl S470
cft2 SPBC1709.15¢c | cleavage factor two Cft2/polyadenylation factor CPSF- | S522
73 (predicted)
chad SPBC1683.13c | transcription factor Cha4 (predicted) / Regulation of 5582
nitrogen utilisation
chrd SPBC1289.01c | 1,3-beta-glucan synthase regulatory factor Chf3/Chr4 S11
chsl SPAC13G6.12c | chitin synthase | S430, S438, S450
cipl SPBC16A3.18 RNA-binding protein Cipl S78
cip2 SPAC12G12.0 RNA-binding protein Cip2 T542
3
cnp20 SPBC800.13 histone H4 variant, CENP-T ortholog S13
cnt5 SPBC17G9.08c | Centaurin Cnt5 5650
cog3 SPBC1539.05 Golgi transport complex subunit Cog3 (predicted) T48,T71
coyl SPCC364.04c CASP family protein involved in Golgi vesicle transport | S272
Coy1 (predicted)
cph2 SPAC2F7.07c CIr6 histone deacetylase associated PHD protein Cph2 582
cps3 SPAC3A11.02 zf-CCCH type zinc finger protein, unknown biological S240
role Cps3, potential makorin ortholog
crnl SPAC23C4.02 actin binding protein, coronin Crnl S459, S501, S553
csh3 SPBC119.05¢ Wiskott-Aldrich syndrome homolog binding protein s47
Lsb1 (predicted)
csx1 SPAC17A2.09c | RNA-binding protein Csx1 S50
cti6 SPBC1685.08 histone deacetylase complex ubiquitin-like protein S136, S140
ligase subunit Cti6
cutll SPAC1786.03 spindle pole body docking protein Cut11 T215,y219
cyrl SPBC19C7.03 adenylate cyclase T1568, S1589
dbp3 SPBC17D1.06 ATP-dependent RNA helicase Dbp3 (predicted) T245,T252, 5258
dbs2 SPAC167.05 Usp (universal stress protein) family protein S15, 51521, T362, S554
dca7 SPBC17D11.08 | WD repeat protein, DDB1 and CUL4-associated factor S$10, S388
Dca7 (predicted)
dcp2 SPAC19A8.12 mMRNA decapping complex catalytic subunit Dcp2 $290
debl SPAC1B1.01 transcription factor Deb1/Rdp1l S116
defl SPBC354.10 RNAPII degradation factor Defl (predicted) 5181
dfrl SPCC1223.08c | dihydrofolate reductase/ serine hydrolase family $367,5372,T379
fusion protein Dfrl
dmal SPAC17G8.10c | mitotic spindle checkpoint ubiquitin ligase Dmal S266
dnf2 SPAC24B11.12 | P-type ATPase (predicted) 51332
c
eaf7 SPBC16A3.19 histone acetyltransferase complex subunit Eaf7 5228, 5230
edel SPBC800.10c EPS15 repeat family actin cortical patch component S$239,T375, 7381, S432,
(predicted) S452, 1867, 1873
efr3 SPCC794.08 phosphatidylinositol-4 kinase plasma membrane $228, 5229, 5233
scaffold Efr3
eisl SPCC63.14 eisosome assembly protein eis1 $118, 5121, S905, S910,
$926, 51131, 51141
elll SPBP23A10.14 | RNA polymerase Il transcription elongation factor $192
c SpELL
entl SPCC162.07 epsin S176
ent3 SPCC794.11c ENTH/VHS domain protein Ent3 (predicted) 5189
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erhl SPAC19G12.1 enhancer of rudimentary homolog Erh1 S8, 518
7
erv29 SPCC970.06 COP |l adaptor Erv29 (predicted) S161, T163
farl0 SPBC3H7.13 SIP/FAR complex FHA domain subunit Far10/Cscl S203
fepl SPAC23E2.01 iron-sensing transcription factor Fepl $120,T121, S126
fft2 SPCC1235.05¢ | SMARCAD1 family ATP-dependent DNA helicase Fft2 T1104
(predicted)
fnx2 SPBC3E7.06¢C vacuolar amino acid transmembrane transporter Fnx2 S410, T412, Y415
gafl SPCC1902.01 transcription factor Gafl S741
garl SPBC20F10.01 | snoRNP pseudouridylase box H/ACA snoRNP complex S94
protein Garl
geal SPBC211.03c guanyl-nucleotide exchange factor (predicted) S412, 5416
gef2 SPAC31A2.16 RhoGEF Gef2 T542
gga22 SPBC25H2.16¢ | Golgilocalized Arf binding gamma-adaptin ortholog S328
Gga22
gecl SPCC1682.09¢ | mitochondrial guanine nucleotide transmembrane T35, S37
transporter Ggcl (predicted)
ghtl SPCC548.07¢c hexose transmembrane transporter Ghtl S512, 5514, S518, S548,
S551
ght5 SPCC1235.14 plasma membrane hexose transmembrane S527,5528
transporter Ght5
gitll SPBC215.04 heterotrimeric G protein gamma subunit Git11 S43, S45
glo3 SPAC22E12.17 | ARF GTPase activating protein (predicted) S211,T218
c
gosl SPAC4G8.10 SNARE Gos1 (predicted) S43
gpcl SPBC776.05 glycerophosphocholine acyltransferase (GPCAT) Gpcl S397
(predicted)
gpd3 SPBC354.12 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase Gpd3 5203
gpx1 SPBC32F12.03 | glutathione peroxidase Gpx1 S156
c
grnl SPBC26H8.08c | GTPase Grnl 5180
gstd SPCC1281.07c | glutathione S-transferase (predicted) T152
gupl SPAC24H6.01c | membrane bound O-acyltransferase, MBOAT Gup1l S37
(predicted)
gyp7 SPAC630.05 GTPase activating protein Gyp7 (predicted) S243,T244, 17247
hfll SPAC30D11.0 Lazarus1 family transmembrane transporter S364
6C
his1 SPAC25G10.0 ATP phosphoribosyltransferase S167
5c
hop1l SPBC1718.02 linear element associated protein Hop1l T270
hpz1 SPBC2A9.07c zf-PARP type zinc finger protein, G1-S transition T130, 5131
regulator Hpz1
hrpl SPAC1783.05 ATP-dependent DNA helicase Hrpl S93
hsfl SPAC2E12.02 transcription factor Hsfl S316
htal SPCC622.08c histone H2A alpha 5122
hta2 SPAC19G12.0 histone H2A beta S122
6C
husl SPAC20G4.04c | checkpoint clamp complex protein Hus1 $187,5192
iec5 SPAPB1E7.14 Ino80 complex subunit lec5 543
imp2 SPBC11C11.02 | contractile ring protein Imp2 S456, S461, S564
ino80 SPAC29B12.01 | SNF2 family ATP-dependent 3' to 5' DNA helicase T529, S771, S806
Ino80
inp53 SPAC9G1.10c inositol polyphosphate phosphatase Inp53 (predicted) | S195
irsl SPBC8D2.06 cytoplasmic isoleucine-tRNA ligase Irs1 (predicted) T1037, S1060
isp4 SPBC29B5.02c | plasma membrane OPT oligopeptide transmembrane S37, S40
transporter family Isp4
isp7 SPAC25B8.13c | 2-OG-Fe(ll) oxygenase superfamily protein $193
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iss10 SPAC7D4.14c NURS complex subunit Iss10 S$265, S434
its8 SPB(C839.08c pig-N (predicted) S334, 5345, S357
kes1 SPCC970.08 inositol polyphosphate kinase Kcs1 (predicted) T84, S88
kril SPAC22G7.05 ribosome biogenesis protein Kril (predicted) T115
Isb4 SPAPJ696.02 actin cortical patch component Lsb4 (predicted) S322
Isb5 SPBC31F10.07 | actin cortical patch component Lsb5 (predicted) 5288
Isd90 SPBC16E9.16¢ | Lsd90 protein T51
Ist4 SPAC30C2.07 Schizosaccharomyces specific protein S245
lubl SPBC887.04c WD repeat protein Lubl S491
mapl SPAC11E3.06 MADS-box transcription factor Map1 S$253, 5255
mcs4 SPBC887.10 response regulator Mcs4 T163
mei2 SPAC27D7.03c | RNA-binding protein involved in meiosis Mei2 T571
meu34 | SPAC3A12.03c | ubiquitin-protein ligase E3 Meu34, human RNF13 S78
family homolog, unknown biological role (predicted)
mfcl SPAPB1A11.0 copper transmembrane transporter, meiotic Mfcl S$252,5253, 5261
1
mga2 SPAC26H5.05 IPT/TIG ankyrin repeat containing transcription S524
regulator of fatty acid biosynthesis (predicted)
mgll SPCC5E4.05¢ mitochondrial acylglycerol lipase Mgl1 (predicted) T345,T346
mipl SPAC57A7.11 WD repeat protein, Raptor homolog Mip1 T830
mlo2 SPBC4.05 ubiquitin protein ligase E3 component human N- S110
recognin 7 homolog Mlo2
mmml | SPBC27B12.01 | ERMES complex subunit Mmm1 (predicted) S309
c
motl SPBC1826.01c | TATA-binding protein associated factor Mot1 S244
(predicted)
mpd2 SPAC4F10.13c | GYF domain protein T42, 5113, S505, S509,
5604, S951
mpil SPBC2G2.16 mannose-6-phosphate isomerase Mpil (predicted) $152
mral SPAC18G6.07c | rRNA (pseudouridine) methyltransferase Mral S72
msal SPAC13G7.13c | RNA-binding protein Msal S257
msyl SPCC1183.11 MS calcium ion channel protein Msy1 S90
mto2 SPBC902.06 gamma tubulin complex linker Mto2 $275, S390
mtrl SPCC132.01c microtubule regulator Mtrl T685, 5702
mugl3 | SPCC330.04c mug2/mugl135/meu?2 family, with repeat expansion S100
5
mugl4 | SPBC56F2.06 Schizosaccharomyces specific protein Mug147 T370, T403
7
mugl9 | SPAC3C7.05c alpha-1,6- mannanase (predicted) T426
1
mug20 | SPBC36B7.06c | Schizosaccharomyces specific protein Mug20 S111
mug35 | SPAC22H12.0 Schizosaccharomyces specific protein Mug35 $128, 5141, S144
1c
mug72 SPCC1902.02 oxidoreductase (predicted) S357, S363, S504
mvpl SPAC3A11.06 sorting nexin Mvp1 (predicted) S259
nda2 SPBC16A3.15c | tubulin alpha 1 T386
neml SPBC3B8.10c Nem1-Spo7 phosphatase complex catalytic subunit S51
Nem1 (predicted)
nhel SPAC977.10 plasma membrane sodium ion/proton antiporter S45, T47
Nhel/Sod2
nifl SPBC23G7.04c | protein kinase inhibitor, SEL1 repeat protein Nifl S196
nmd3 SPAC16C9.03 export adaptor Nmd3 (predicted) T130, T145
nnkl SPCC70.05c¢ serine/threonine protein kinase Nnk1 (predicted) S58, S86, T90, S94, S207
nop12 SPAC16E8.06c | RNA-binding protein Nop12 (predicted) S94
nop58 SPAC23G3.06 U3 snoRNP protein Nop58 (predicted) S417
nop9 SPAC6G9.02c pumilio family RNA-binding protein Nop9 (predicted) S26
not2 SPCC4G3.15¢ CCR4-Not complex NOT box subunit Not2 S105
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not3 SPAC1B3.05 CCR4-Not complex NOT box subunit Not3/5 S447, 5449
npa3 SPBC119.15 RNA polymerase Il binding AAA family ATPase Npa3 S311
(predicted)
nstl SPAC29E6.10c | conserved fungal NST1 family protein $973, S979
ntr2 SPAC17A2.08c | spliceosome complex disassembly protein Ntr2 S16, S80
(predicted)
nupl46 | SPAC23D3.06c | nucleoporin, WD repeat Nup146 T463
nxt3 SPBP8B7.11 ubiquitin protease cofactor Nxt3 (predicted) 5167
oca2 SPCC1020.10 serine/threonine protein kinase Oca2 S39, S175, S286
ogal SPBC16A3.08c | Stm1 homolog Ogal T268
ogm1l SPAC22A12.07 | protein O-mannosyltransferase Ogm1 T126, S131, S147
c
ogm4 SPBC16C6.09 protein O-mannosyltransferase Ogm4 S20
orml SPBC119.09¢ ORMDL family protein Orm1 (predicted) 5183
osh2 SPBC2F12.05c | sterol binding ankyrin repeat protein (predicted) 1872
pabp SPAC57A7.04c | mRNA export shuttling protein T20
pall SPCP1E11.04c | membrane associated protein Pall $121, S125, 5370
panl SPAC25G10.0 actin cortical patch component, with EF hand and $1039
9c WH2 motif Panl (predicted)
pcdl SPAC6G9.05 coenzyme A diphosphatase (predicted) T263
pcf2 SPAC26H5.03 CAF assembly factor (CAF-1) complex subunit B, Pcf2 5468
pck2 SPBC12D12.04 | protein kinase C (PKC)-like Pck2 T984
c
pdcl SPAC20G4.08 P-body assembly protein S84, 5155
pdrl6 SPCC23B6.04c | meiotic secl4 cytosolic factor family, phospholipid- $139, S146, S150, S185,
intermembrane transfer protein Pdr16 (predicted) 5383, 5894
pdx1 SPCC1259.09¢ | pyruvate dehydrogenase protein x component, Pdx1 T254, T257
(predicted)
pegl SPAC3G9.12 CLASP family microtubule-associated protein $1363, 51372
petl SPAC22F8.04 Golgi phosphoenolpyruvate transmembrane S47
transporter Petl
pex32 SPCC550.09 peroxin Pex32 (predicted) S216
pho7 SPBC27B12.11 | transcription factor Pho7 S200
c
pikl SPAC22E12.16 | 1-phosphatidylinositol 4-kinase Pik1 S219
c
pill SPCC736.15 eisosome BAR domain protein Pill T233
pkal SPBC106.10 cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit Pkal | S17
pkl1 SPAC3A11.14c | kinesin-14 family minus-end directed microtubule S547
motor Pkl1 (klp1)
pmcl SPAPB2B4.04c | vacuolar calcium transporting P-type ATPase P2 type, S$1246, 51248
Pmcl
pnkl SPAC23C11.04 | DNA kinase/phosphatase Pnkl T53
c
pob1l SPBC1289.04c | Boifamily protein S463, 5594, T606, S633,
$652, S655
porl SPAC1635.01 mitochondrial outer membrane voltage-dependent T264
anion-selective channel (predicted)
ppk19 SPBC119.07 serine/threonine protein kinase Ppk19 51102
ppk29 SPBC557.04 Ark1/Prk1 family protein kinase Ppk29 S795
ppk30 SPBC6B1.02 Ark1/Prk1 family protein kinase Ppk30 S544
ppk32 SPBP23A10.10 | serine/threonine protein kinase Ppk32 T726,5736
ppk38 SPCP1E11.02 Ark1/Prk1 family protein kinase Ppk38 S542
pre9 SPAC13C5.01c | 20S proteasome complex subunit alpha 3 Pre9 T244
prp31 SPBC119.13c U4/U6 x U5 tri-snRNP complex subunit Prp31 T18,T21,T23
przl SPAC4G8.13c calcineurin responsive transcription factor Prz1 S528
psc3 SPAC17H9.20 mitotic cohesin complex, non-SMC subunit Psc3 T773
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pst2 SPAC23C11.15 | CIr6 histone deacetylase complex subunit Pst2 S687
ptr2 SPBC13A2.04c | PTR family peptide transmembrane transporter Ptr2 S13
pub3 SPBC16E9.11c | HECT-type ubiquitin-protein ligase E3 Pub3 (predicted) | S177
pucl SPBC19F5.01c cyclin Pucl S81, S82, S88
qcr? SPCC737.02c ubiquinol-cytochrome-c reductase complex subunit 6 T130
(predicted)
rad26 SPAC9ES.08 ATRIP, ATR checkpoint kinase regulatory subunit S306, S307
Rad26
rad52 SPAC30D11.1 DNA recombination protein, Rad51 mediator Rad52 S319
0 (previously Rad22)
rad60 SPBC1921.02 DNA repair protein, SUMO-related Rad60 S111
regl SPAC227.15 protein phosphatase regulatory subunit Regl S732,5774
(predicted)
rga2 SPAC26A3.09c | RhoGAP, GTPase activating protein Rga2 S181, 5228, 5232
rga3 SPAC29A4.11 RhoGAP, GTPase activating protein Rga3 S269
rgad SPBC28E12.03 | RhoGAP, GTPase activating protein Rgad $193, 5194, 5198
rgab SPBC354.13 RhoGAP, GTPase activating protein Rga6 (predicted) S60
rgf2 SPAC1006.06 RhoGEF Rgf2 S86
rio2 SPBC1703.05 protein kinase, RIO family Rio2 (predicted) S333
rlcl SPAC926.03 myosin |l regulatory light chain Rlc1 S82, S85, 592
rmnl SPBC902.04 RNA-binding protein S79
rnals SPAC644.16 RNA-binding protein Rnal5 $293
rngl0 SPAC688.07c coiled-coil protein involved in septum formation $112, S205, S538, S630,
Rngl0 5632
rogl SPAC4A8.10 acylglycerol lipase (predicted) $133
rpl401 SPBC1711.06 60S ribosomal protein L4 (predicted) T253
rpl402 SPBP8B7.03c 60S ribosomal protein L4 (predicted) T253
rpnll SPAC31G5.13 19S proteasome regulatory subunit Rpn11 S$113,5122,5123
rpt2 SPBC4.07c 19S proteasome regulatory subunit Rpt2 T58
rrp5 SPCC1183.07 U3 snoRNP-associated protein Rrp5 (predicted) 51688
rsc58 SPAC1F3.07c RSC complex subunit Rsc58 S378
rsnl SPBC354.08c Golgi to plasma membrane transport protein Rsnl S416, S420, S427
(predicted)
sakl SPAC3G9.14 transcriptional activator Sak1 5192
sanl SPBC2A9.04c sir antagonist, ubiquitin-protein ligase E3 T240
sbpl SPBC1773.07c | Ran GTPase binding protein Sbpl S52
sck2 SPAC22E12.14 | serine/threonine protein kinase Sck2 T176
c
scrl SPBC1D7.02c transcription factor Scrl S332,S333
scs2 SPBC16G5.05¢c | VAP family protein Scs2 S265, T269
scs22 SPAC17C9.12 VAP family protein Scs22 S$231,S237, 5258, 5262,
S264
sds23 SPBC646.13 PP2A-type phosphatase inhibitor Sds23/Moc1l $399, S402
sea3 SPAC11E3.05 ubiquitin-protein ligase E3, coatamer related complex S9, S10
subunit Sea3 (predicted)
secl6 SPAC29B12.07 | multidomain vesicle coat component Sec16 S886, S890, 5899, S1612
(predicted)
secl7 SPAC959.02 alpha SNAP (predicted) S76
sec24 SPAC22F8.08 COPII cargo receptor Sec24/Sfb2 subunit S127
sec28 SPBC24C6.05 coatomer epsilon subunit (predicted) S60, S63
sec3 SPAC17G8.12 exocyst complex subunit Sec3 5241
sec71 SPAC4D7.01c Sec7 domain protein, ARF GEF (predicted) S22,T673
sec73 SPAC19A8.01c | guanyl-nucleotide exchange factor Sec73 (predicted) S276
sec9 SPBC26H8.02c | SNAP-25 homologue, t-SNARE component Sec9 T165
ser3 SPCC364.07 D-3 phosphoglycerate dehydrogenase Ser3 (predicted) | S21
set3 SPAC22E12.11 | histone lysine methyltransferase Set3 S530, S573
c
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sfrl SPBC28F2.07 Swi five-dependent recombination mediator Sfrl S168, S175

sgo2 SPAC15A10.15 | inner centromere protein, shugoshin Sgo2 T402

shdl SPAC16ES8.01 cytoskeletal protein binding protein Slal family, Shd1l $298, S461, 7923, 7928
(predicted)

shkl SPBC1604.14c PAK-related kinase Shk1 $283, 5287

sibl SPAC23G3.02c | ferrichrome synthetase Sib1 S3547, S3549, S3550

sinl SPAPYUG7.02 stress activated MAP kinase interacting protein Sinl T528

c

sip3 SPAC19A8.02 ER-plasma membrane tethering protein (predicted) $197, S198, S206

slel SPAC1A6.07 eisosome assembly protein Segl T107

soll SPBC30B4.04c | SWI/SNF complex subunit Soll S$333,5342

spol5 SPAC1F3.06¢ mitotic and mieotic spindle pole body protein Spol15 T11, 533,543

spt5 SPAC23C4.19 DSIF transcription elongation factor complex subunit T863
Spt5

spt8 SPBC14C8.17c | SAGA complex subunit Spt8 S364

srkl SPCC1322.08 MAPK-activated protein kinase Srkl S532, S567

srpl SPBC11C11.08 | SR family protein, human SRFS2 ortholog Srp1 S213,S217

srpl02 SPAC23H4.07c | signal recognition particle receptor beta subunit T4,T14
Srp102 (predicted)

ssa2 SPCC1739.13 heat shock protein Ssa2 T417

ssm4 SPAC27D7.13c | dynactin microtubule-binding subunit, p150-Glued T606
Ssm4

ssn6 SPBC23E6.09 transcriptional corepressor Ssn6 T1041

sstl SPAC521.04c calcium permease (predicted) S89

sst2 SPAC19B12.10 | human AMSH/STAMBP protein homolog, ubiquitin S177
specific-protease

ste7 SPAC23E2.03c | arrestin family meiotic suppressor protein Ste7 5481

sts5 SPCC16C4.09 cytoplasmic P body 3'-5'-exoribonuclease, Dis3L2- S376
related (predicted)

sum3 SPCC1795.11 translation initiation RNA helicase Sum3 S54, S606

sup35 SPCC584.04 cytoplasmic translation release factor class Il eRF3 S71

sypl SPBC4C3.06 F-BAR domain protein Syp1 (predicted) S322

taf12 SPAC15A10.02 | transcription factor TFIID complex subunit A/ SAGA T242
complex subunit Taf12

tam10 SPBC14(C8.19 nucleolar RNA binding protein, human KNOP1 S132
ortholog

tcbl SPCC962.01 tricalbin, C2 domain protein (phospholipid binding) S120
ER-plasma membrane tethering protein Tcb1
(predicted)

tch2 SPCP31B10.06 | tricalbin, C2 domain protein (phospholipid binding) S1067
ER-plasma membrane tethering protein Tcb2
(predicted)

tcgl SPBC660.11 single-stranded telomeric binding protein Tgcl S324

tco89 SPCC162.12 TORC1 subunit Tco89 S70

tdhl SPBC32F12.11 | glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Tdh1 5203

tead SPBC1706.01 tip elongation aberrant protein Tea4 S404

tef3 SPCC417.08 translation elongation factor eEF3 T957,T963, T967

tfsl SPAC20H4.03c | transcription elongation factor TFIIS S95

thfl SPBC839.16 C1-5,6,7,8-tetrahydrofolate (THF) synthase, $262,5270
trifunctional enzyme Thfl

thol SPCP25A2.03 THO complex subunit Thol (predicted) S582

tif33 SPAC4A8.16¢ translation initiation factor elF3c S19

tif471 SPAC17C9.03 translation initiation factor elF4G T503, T509, S767

tipl SPAC3C7.12 CLIP170 family protein Tipl S360, S371

tor2 SPBC216.07c serine/threonine protein kinase Tor2 S1525

trm1l SPBC25D12.05 | tRNA (guanine-N2-)-methyltransferase Trm1 S93
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trm5 SPAPB18E9.01 | tRNA (guanine(37)-N(1))-methyltransferase activity $140
Trm5 (predicted)
trpd SPBC16G5.08 phosphoribosylanthranilate transferase Trp4 $133, 5139
tupll SPAC18B11.10 | transcriptional corepressor Tup1l T279
uapl SPBC1289.08 UDP-N-acetylglucosamine diphosphorylase S155
Uap1/Qril(predicted)
uap56 SPAC17G6.14c | TREX complex subunit, ATP-dependent RNA helicase T391, 1397
Uap56
uba2 SPBC16H5.03c | SUMO activating enzyme E1-type Uba2 S609
ubp10 SPBC577.07 ubiquitin C-terminal hydrolase Ubp10 (predicted) S251
ubp16 SPCC1682.12¢ | ubiquitin C-terminal hydrolase Ubp16 S35
ubp9 SPBC1703.12 ubiquitin C-terminal hydrolase Ubp9 S549
uepl/u | SPAC1805.12c | ribosomal-ubiquitin fusion protein Ubi2/ribosomal- S57
bi3 ubiquitin fusion protein Ubi3 (predicted)
vipl SPAC10F6.06 RNA-binding protein Vipl T230
vmas SPCC965.03 V-type ATPase V1 subunit D (predicted) T221
vmsl SPCC1827.04 Cdc48p-Npldp-Vmslp AAA ATPase complex subunit S38, 5140
involved in ER associated ubiquitin-dependent protein
catabolic process Vms1 (predicted)
vps10 SPBC16C6.06 sorting receptor for vacuolar proteins, Vps10 T5
vps54 SPAC2F3.10 GARP complex subunit Vps54 (predicted) T742
vsll SPCC594.06¢ vacuolar SNARE Vsl1/Vam7 S224
vtc2 SPAC14C4.11 vacuolar transporter chaperone (VTC) complex S334
polyphosphate synthetase subunit, , Vtc2/3
(predicted)
vtcd SPCC1322.14c | vacuolar transporter chaperone (VTC) complex T508
subunit (predicted)
yapl8 SPBC19F8.03c | ENTH/VHS domain protein (predicted) S377,T414,5419, S638
yarl SPBP16F5.05c | ribosome biogenesis protein Yarl (predicted) T136
ybtl SPAC9E9S.12c ABC transmembrane transporter Ybt1 S615, S618
yihl SPAC27E2.02 IMPACT homolog, cytoplasmic translational regulator S113
Yih1 (predicted)
zfsl SPBC1718.07c¢ | CCCH tandem zinc finger protein, human S48, 5229
Tristetraprolin homolog Zfs1, involved in mRNA
catabolism
SPAC12G12.0 conserved fungal protein S400
7c
SPAC1327.01c | transcription factor, zf-fungal binuclear cluster type S22,T32,547,5139
(predicted)
SPAC144.17c 6-phosphofructo-2-kinase (predicted) S106
SPAC18B11.11 | GTPase activating protein (predicted) T64, S66
SPAC1F7.11c transcription factor, zf-fungal binuclear cluster type S675
(predicted)
SPAC20G4.05c | mitochondrial protein, UPFO061 family, human S73
SELENOO ortholog
SPAC20H4.09 ATP-dependent RNA helicase, spliceosomal S264, T269
(predicted)
SPAC222.13c 6-phosphofructo-2-kinase (predicted) T65, S70
SPAC23D3.13c | guanyl-nucleotide exchange factor (predicted) S670
SPAC2F3.16 ubiquitin-protein ligase E3, implicated in DNA repair T22,S523
(predicted)
SPAC323.07c MatE family transmembrane transporter (predicted) S26
SPAC3C7.13c glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase (predicted) Y113,T123
wdrd4 SPAC3H5.08c WD repeat protein, human WDR44 family S$262

SPAC3H5.09¢

mitochondrial protein, human KIAA0100 ortholog
(predicted)

T1506, S1529

SPAC607.07c

Schizosaccharomyces specific protein

5113
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SPAC630.07c Schizosaccharomyces specific protein S20

SPAC644.09 pyridoxal phosphate homeostasis protein (predicted) 5183

SPAC806.06¢ nicotinamide mononucleotide (NMN) S58
adenylyltransferase (predicted)

SPAC977.17 MIP water channel (predicted) $203, S593

SPAC9G1.07 Schizosaccharomyces specific protein S258

SPAPB1A10.1 Schizosaccharomyces specific protein S322,5325

3

SPBC13A2.03 ER phosphatidate cytidylyltransferase S30,T32

SPBC13E7.07 Schizosaccharomyces specific protein T132

SPBC1604.12 Schizosaccharomyces specific phosphoprotein T557, 5612

SPBC16E9.02c | CUE domain protein, human TOLLIP ortholog T463

SPBC16E9.15 heat shock factor binding protein, impicated in S69
trancriptional respone to stress (predicted)

SPBC16H5.12c | DUF2433 metallo phosphatase superfamily conserved S514
fungal protein

SPBC17A3.03c | phosphoprotein phosphatase (predicted) $158

SPBC19F5.04 aspartate kinase (predicted) S508

SPBC1E8.02 ER ubiquitin family protein (predicted) T566

SPBC1E8.05 conserved fungal protein, Kre9/Knh1 family S162, 5163, S164

SPBC2G5.01 ER protein involved in ER-nucleus signaling (predicted) | S343, S344

SPBC36.02c spermidine family transmembrane transporter T6, T15, T29
(predicted)

SPBC36.11 Schizosaccharomyces specific protein 5194

SPBC365.16 mitochondrial membrane protein, conserved in yeast T100
and apicomplexa

SPBC418.02 NatA N-acetyltransferase complex subunit (predicted) $563, S576, S579

SPBC428.10 Schizosaccharomyces pombe specific protein T667

SPBC530.11c transcription factor, zf-fungal binuclear cluster type S28
(predicted)

SPBC577.03c acetyl-CoA:L-glutamate N-acetyltransferase T215
(predicted)

SPBC646.08c oxysterol binding protein (predicted) $229, 5235

SPBC713.09 Schizosaccharomyces specific protein 5191

SPBC887.12 P-type ATPase (predicted) S78

SPBC9B6.03 zf-FYVE type zinc finger protein, localizations and S53
processes on human protein appear to be conflicting

SPBC9B6.11c CCR4/nocturin family endoribonuclease (predicted) S353

SPBPB21E7.09 | L-asparaginase (predicted) S304

SPBPB7E8.02 PSP1 family protein S377

SPBPJ4664.05 endomembrane system protein, FAR-17a/AlG1-like T57,T74
family protein, human AlG1 and ADTRP ortholog

SPCC1450.12 PXA domain protein S$258

SPCC14G10.0 Schizosaccharomyces specific protein S328

4

SPCC1739.01

zf-CCCH type zinc finger protein

S441, 5443, 5495, T525

SPCC2H8.02 plasma membrane inorganic phosphate S269
transmembrane transporter (predicted)

SPCC594.01 DUF1769 family protein 5298

SPCC594.02c DUF2456 family conserved fungal protein T307

SPCC622.14 GTPase activating protein (predicted) 5268, S301

SPCC622.15¢

Schizosaccharomyces specific protein

T56, S368, 5370, S372

SPCC663.15¢

DUF3818 and PXA domain conserved fungal protein

5146

SPCC757.13

dipeptide transmembrane transporter (predicted)

T105, S116

SPCC825.01

ATPase, involved in cytoplasmic translational initiation
(predicted)

S55
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psg2

SPCP31B10.04

DUF4448 family conserved fungal membrane protein,
similar to cell surface proteins

T262
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Taula Annex 3. Proteines fosforilades en la soca wt que no estan
fosforilades a la soca Ackk2 en condicions sense estreés.

Gen | ID Proteina Residus fosforilats
abp2 SPBC1861.02 unknown protein, may bind replication origins Abp2 S177
adal SPBC106.04 adenosine deaminase Adal S86
adn2 SPBC1289.10c transcription factor Adn2 (predicted) S509
ahal SPBC1711.08 chaperone activator Ahal 5170
aim21 SPBC18E5.07 barbed end F-actin assembly inhibitor S217,5259
TOG/XMAP215 microtubule plus end tracking
alp14 SPCC895.07 polymerase Alp14 S543, S548
alp5 SPBP23A10.08 actin-like protein Arp4 $290
amk2 SPCC1919.03c AMP-activated protein kinase beta subunit Amk2 518
arcl SPBC14C8.06 ARP2/3 actin-organizing complex subunit Sop2 T300
cofactor for cytoplasmic methionyl-and glutamyl-
ascl SPAC30C2.04 tRNA synthetases Ascl (predicted) S359
asel SPAPB1A10.09 antiparallel microtubule cross-linking factor Asel S701
askl SPBC27.02c DASH complex subunit Askl T136
asnl SPBC119.10 asparagine synthetase T96, Y97, Y105
atd2 SPAC922.07c aldehyde dehydrogenase (predicted) T453, T483
atfl SPBC29B5.01 transcription factor, Atf-CREB family Atfl T204,T216, T240
avt3 SPAC3H1.09¢c vacuolar amino acid transmembrane transporter Avt3 | S22, S24
bbcl SPAC23A1.17 WIP family cytoskeletal protein Bbcl (predicted) S501
bdcl SPBC21D10.10 bromodomain protein Bdcl T153
bdfl SPCC1450.02 Swrl complex bromodomain subunit Bdfl S239
bdf2 SPAC631.02 BET family double bromodomain protein Bdf2 S$191
transcription factor TFIIIB complex subunit Bdpl
bdp1l SPCC1919.14c (predicted) S107
cell wall and secondary septum 1,6 branched 1,3-
bgs4 SPCC1840.02c beta-glucan synthase catalytic subunit Bgs4 5969
bltl SPBC1A4.05 ubiquitin domain-like protein Blt1 5582
bqt4 SPBC19C7.10 bouquet formation protein Bqt4 T143,T146
btf3 SPAC4F10.14c nascent polypeptide-associated complex beta subunit | T95
bub1 SPCC1322.12c mitotic spindle checkpoint kinase Bub1 T423
T347, 5355, S359,
bud6 SPAC15A10.16 nucleation-promoting factor Bud6 51290, T1294,
bun107 SPAC31A2.14 WD repeat protein, human WDR48 family Bun107 S751
byrd SPAC222.10c two-component GAP Byr4 S248, 5499, S535
plasma membrane arginine/lysine transmembrane
canl SPBC18H10.16 transporter Canl S955
ccql SPCC188.07 shelterin complex HEAT repeat subunit Ccql S728
SIN component scaffold protein, centriolin ortholog
cdcll SPCC1739.11c Cdcl1 S138
cdc8 SPAC27F1.02c tropomyosin S55
S477, 5480, S482,
cekl SPCC1450.11c serine/threonine protein kinase Cek1 S509, S1105
chr4 SPBC1289.01c 1,3-beta-glucan synthase regulatory factor Chf3/Chr4 S63, S90
cknl SPBC577.09 ERCC-8 DNA repair homolog 5180, 5184, T189
clcl SPBC9B6.08 clathrin light chain Clcl T64
corl SPAC2C4.05 cornichon family protein (predicted) T9, T14, 542
transcriptional corepressor for ribosomal proteins via
crfl SPAC22H10.11c | TOR signaling pathway Crfl (predicted) T378
crnl SPAC23C4.02 actin binding protein, coronin Crnl S500
csil SPBC2G2.14 mitotic centromere-SPB clustering protein Csil S336, 5418
sec14 cytosolic factor family, phospholipid-
csr102 SPAC3HS8.02 intermembrane transfer protein Csr102 (predicted) S77
csx1 SPAC17A2.09¢ RNA-binding protein Csx1 5384
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ctad SPACUNK4.07c P-type ATPase, calcium transporting Ctad $378, 5386, S387
mMRNA cleavage and polyadenylation specificity factor

ctfl SPBC3B9.11c complex subunit Ctfl 5298

cwfl9 SPAC30D11.09 complexed with Cdc5 protein Cwf19 5398
zf-CCCh type zinc finger protein, Prp19 complex

cwf2 SPAC3A12.11c subunit, RNA-binding Cwf2 T349

cwf22 SPBC13E7.01 splicing factor Cwf22 5851

cyk3 SPAC9G1.06¢ Nebulin-family actin filament anchoring protein Cyk3 582

cyrl SPBC19C7.03 adenylate cyclase S1572

dbll SPCC2H8.05¢ double strand break localizing Dbl1 S68

dbp10 SPAC31A2.07c ATP-dependent RNA helicase Dbp10 (predicted) S635, S638

dcp2 SPAC19A8.12 mRNA decapping complex catalytic subunit Dcp2 S310

T359, T361, S601,

defl SPBC354.10 RNAPII degradation factor Defl (predicted) S612

depl SPBC21C3.02c Sds3-like family protein Depl S205, S223

dhpl SPAC26A3.12¢ 5'-3' exoribonuclease Dhp1l S547

dinl SPAC19D5.06¢ RNA pyrophosphohydrolase Dinl S214

dmal SPAC17G8.10c mitotic spindle checkpoint ubiquitin ligase Dmal 5266

doall SPBC14F5.07 ER ubiquitin-protein ligase E3 Doal0 (predicted) S387

dsc2 SPAC1486.02c Golgi Dsc E3 ligase complex subunit Dsc2 T266

eaf7 SPBC16A3.19 histone acetyltransferase complex subunit Eaf7 $233, 5239
phosphatidylinositol-4 kinase plasma membrane

efr3 SPCC794.08 scaffold Efr3 S700
nascent polypeptide-associated complex alpha

egd2 SPBC25H2.05 subunit Egd2 T116

eisl SPCC63.14 eisosome assembly protein eisl $790, T1058

elll SPBP23A10.14c | RNA polymerase Il transcription elongation factor Ell1 | S183, 5192
ER membrane protein complex subunit Emc4

emcé SPCC1281.03c (predicted) S55, S57

enol02 SPBPB21E7.01c | enolase (predicted) T26

esf2 SPBC28E12.05 U3 snoRNP-associated protein Esf2 (predicted) S22

exo84 SPAC6F12.08c exocyst complex subunit Exo84 (predicted) S33

farll SPBC27B12.04c | SIP/FAR complex subunit, Far11/Csc2 S500

fbh1 SPBC336.01 DNA helicase |, ubiquitin ligase F-box adaptor Fbh1 T252.T270
SMARCAD1 family ATP-dependent DNA helicase Fft2

fft2 SPCC1235.05¢ (predicted) $1205, 51219

fhnl SPBC1685.13 eisosome assembly protein Fhnl 5181

fkhl SPBC839.17c FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase Fkh1 545

T366, T369, T378,

fkh2 SPBC16G5.15¢ forkhead transcription factor Fkh2 S430, S435

gafl SPCC1902.01 transcription factor Gafl S758

gall0 SPBPB2B2.12c UDP-glucose 4-epimerase/aldose 1-epimerase Gal10 Y472, T477, TA97

gdh2 SPCC132.04c NAD-dependent glutamate dehydrogenase Gdh2 T194, S209

gef2 SPAC31A2.16 RhoGEF Gef2 S736
plasma membrane high-affinity

ght5 SPCC1235.14 glucose/fructose:proton symporter Ght5 S536
plasma membrane hexose:proton symporter,

ght8 SPCC548.06¢ unknown specificity Ght8 (predicted) S502

glo3 SPAC22E12.17c | ARF GTPase activating protein (predicted) 5166

gpdl SPBC215.05 glycerol-3-phosphate dehydrogenase Gpd1l S310, S376

gpd3 SPBC354.12 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase Gpd3 T184

gpx1 SPBC32F12.03c | glutathione peroxidase Gpx1 S74
membrane bound O-acyltransferase, MBOAT Gup1l

gupl SPAC24H6.01c (predicted) S37

has1 SPAC1F7.02c ATP-dependent RNA helicase Has1 (predicted) S60

hbal SPBC365.13c Ran GTPase binding protein Hbal S136

hipl SPBC31F10.13c | histone H3.3 H4 chaperone, hira family Hip1 S46
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hmo1l SPBC28F2.11 HMG box protein Hmol S$194, 5215

hrpl SPAC1783.05 ATP-dependent DNA helicase Hrpl T1259

hsfl SPAC2E12.02 transcription factor Hsfl S318, S350, S354

hsp9 SPAP8A3.04c heat shock protein Hsp9 S22,S524

hsrl SPAC3H1.11 transcription factor Hsrl S33

hta2 SPAC19G12.06c | histone H2A beta S122

ies2 SPAC6B12.05c Ino80 complex subunit les2 5128

ies4 SPAC23G3.04 Ino80 complex subunit les4 $82, 585

imp2 SPBC11C11.02 F-BAR domain protein Imp2 S502
SNF2 family ATP-dependent 3' to 5' DNA helicase

ino80 SPAC29B12.01 Ino80 S272

insl SPCC306.05c¢ INSIG domain protein S60
autophagy/CVT pathway ENTH/VHS domain protein

irs4 SPAC1687.09 Irs4 (predicted) $283, 51058

ish2 SPAC23C4.05c LEA domain protein Ish2 5266
plasma membrane OPT oligopeptide transmembrane

isp4 SPBC29B5.02¢ transporter family Isp4 T96, 5113

iss10 SPAC7D4.14c NURS complex subunit Iss10 S$328, 5334

ksgl SPCC576.15c serine/threonine protein kinase Ksgl S74,5271

lacl SPBC3E7.15¢c sphingosine N-acyltransferase Lacl S366

larl SPAC1527.03 RNA-binding protein, LARP1 family Larl (predicted) S432

leal SPBC1861.08c U2 snRNP-associated protein Leal (predicted) 5194
LEM domain nuclear inner membrane protein

lem2 SPAC18G6.10 Heh1/Lem2 5184
RNA polymerase Il associated Pafl complex subunit

leol SPBC13E7.08c Leol S426, 5428

leu2 SPAC9E9.03 3-isopropylmalate dehydratase Leu2 S358
Wiskott-Aldrich syndrome homolog binding protein

Isb1 SPBC119.05¢c Lsb1 (predicted) S47

Itcl SPBC20F10.07 GRAM domain membrane contact site protein Ltcl S55

mak1 SPAC1834.08 histidine kinase Mak1 S52

mbfl SPBC83.17 multiprotein bridging factor Mbf1 (predicted) T74

mcmé SPCC16A11.17 MCM complex subunit Mcm4/Cdc21 S$391, S393

mcm7 SPBC25D12.03c | MCM complex subunit Mcm7 S44
GPI anchored cell surface protein involved in

meul0 SPCC1223.12c ascospore wall assembly Meul10 T153,T161
Tat binding protein 1(TBP-1)-interacting protein

meul3 SPAC222.15 (TBPIP) homolog (predicted) T192,5194
IPT/TIG ankyrin repeat gene-specific transcription

mga2 SPAC26H5.05 coactivator Mga2 S524

mipl SPAC57A7.11 WD repeat protein, Raptor homolog Mip1 S863, S870

mis3 SPBC25B2.05 rRNA processing protein Mis3 T83,T94, T97

mkh1 SPAC1F3.02c MEK kinase (MEKK) Mkh1 S570
vacuolar CorA family magnesium ion transmembrane

mnr2 SPAC17A2.14 transporter Mnr2 $105, S113

S505, S509, S651,
T723,5734, 5736,

mpd2 SPAC4F10.13c GYF domain protein S750
mRNA cleavage ubiquitin-protein ligase E3 Mpel

mpel SPBP8B7.15¢c (predicted) 5133

mral SPAC18G6.07¢c rRNA (pseudouridine) methyltransferase Mral S72
ribosome biogenesis RNA-binding protein Mrd1

mrdl SPBP22H7.02c (predicted) S270

msh6 SPCC285.16¢ MutS protein homolog 5149, S299
karyopherin/importin beta family nuclear

msn5 SPAC328.01c import/export signal receptor (predicted) T329, T330

mugl23 | SPCC16C4.17 Schizosaccharomyces specific protein Mug123 S234
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mug35 SPAC22H12.01c | Schizosaccharomyces specific protein Mug35 5128

nakl SPBC17F3.02 PAK-related GC kinase Nakl S543, 5549, S552

nnkl SPCC70.05c¢ serine/threonine protein kinase Nnk1 (predicted) S294

nopl4 SPBC3F6.04c U3 snoRNP protein Nop14 (predicted) 5160

nop9 SPAC6G9.02c pumilio family RNA-binding protein Nop9 (predicted) S26

not2 SPCC4G3.15¢ CCR4-Not complex NOT box subunit Not2 T115

not3 SPAC1B3.05 CCR4-Not complex NOT box subunit Not3/5 S261, S445

npld SPBC1711.10c Hrd1p ubiquitin ligase complex Npl4 (predicted) T106
nucleolar RNA-binding protein, human TEX13A and

nrpl SPAC17H9.04c TEX13B ortholog, implicated in mRNA processing S437

nstl SPAC29E6.10c conserved fungal NST1 family protein $358, S979

nupl24 SPAC30D11.04c | nucleoporin Nup124 S241,S5244,T531

nupl46 SPAC23D3.06c nucleoporin, WD repeat Nup146 T463, 5479

nup40 SPAC19E9.01c nucleoporin Nup40 5148

nup60 SPCC285.13c nucleoporin Nup60 T265, S692

nup85 SPBC17G9.04c nucleoporin Nup85 T443

obrl SPAC3C7.14c NAD(P)H dehydrogenase (quinone) (predicted) 5181

ogal SPBC16A3.08c Stm1 homolog Ogal T16

ogm4 SPBC16C6.09 protein O-mannosyltransferase Ogm4 S20

orcl SPBC29A10.15 origin recognition complex subunit Orcl S320

orc2 SPBC685.09 origin recognition complex subunit Orc2 T57,T62, T65
sterol intermembrane transfer protein Osh2

osh2 SPBC2F12.05¢ (predicted) S840, 5843, S846

pabp SPAC57A7.04c major poly(A) binding protein Pabp/Pab1 S618

pall SPCP1E11.04c membrane associated protein Pall S70, S361
actin cortical patch component, with EF hand and

panl SPAC25G10.09¢ | WH2 motif Panl (predicted) 51053
PAN complex (poly(A)-specific ribonuclease) ubiquitin

pan2 SPAC22G7.04 C-terminal hydrolase subunit Pan2 (predicted) $627, 5628
PAN complex protein phosphotransferase subunit

pan3 SPAC1B1.04c Pan3 (predicted) 5186

patl SPBC19C2.05 serine/threonine protein kinase Ran1/Pat1 S469
meiotic sec14 cytosolic factor family, phospholipid- S307, T503, S556,

pdrl6 SPCC23B6.04c intermembrane transfer protein Pdr16 (predicted) S559

pho7 SPBC27B12.11c | transcription factor Pho7 S230
inorganic phosphate transmembrane transporter

pho84 SPBC8E4.01c (predicted) T281
stationary phase-specific homeobox transcription

phx1 SPAC32A11.03c | factor Phx1 T156
cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit

pkal SPBC106.10 Pkal S350

pkd2 SPAC1F7.03 plasma membrane TRP-like calcium ion channel Pkd2 T653
plasma membrane P-type proton exporting ATPase,

pmal SPAC1071.10c P3-type Pmal S51, S494

pmc4 SPBC1105.06 mediator complex subunit Med4 S218
plasma membrane P-type ATPase, calcium

pmrl SPBC31E1.02c transporting Pmrl T160,T170

pobl SPBC1289.04c Boi family protein Y110, S146

poll SPAC3H5.06¢ DNA polymerase alpha catalytic subunit S44
mitochondrial outer membrane voltage-dependent

porl SPAC1635.01 anion-selective channel Porl (predicted) Y246, T264

ppc89 SPAC4H3.11c spindle pole body protein Ppc89 S157

ppk14 SPACA4G8.05 serine/threonine protein kinase Ppk14 (predicted) S72

ppk29 SPBC557.04 Ark1/Prk1 family protein kinase Ppk29 S472,T549

ppk3 SPAC15A10.13 protein kinase domain and HEAT repeat protein Ppk3 S562, S564

ppk30 SPBC6B1.02 Ark1/Prk1 family protein kinase Ppk30 S452, 5888
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pescadillo-family BRCT domain protein Pppl

pppl SPBC19F5.05¢ (predicted) T320
RNA polymerase Il associated Pafl complex

prfl SPBC651.09¢ (predicted) S470

prrl SPAC8C9.14 transcription factor Prrl S328

pst3 SPBC1734.16¢ SIN3 family co-repressor Pst3 T200
plasma membrane PTR family peptide

ptr2 SPBC13A2.04c transmembrane transporter Ptr2 S617

pufl SPBC56F2.08c pumilio family RNA-binding protein Pufl (predicted) 5102

puf2 SPBP35G2.14 pumilio family RNA-binding protein Puf2 S153

pusd SPBC11C11.10 tRNA pseudouridine synthase Pus4 (predicted) S291

pwil SPCC825.05c¢ splicing coactivator Srm160 (predicted) S209, S211

pzhl SPAC57A7.08 serine/threonine protein phosphatase Pzh1 S514
mitotic cohesin complex, non-SMC subunit Rad21

rad21 SPCC338.17c (kleisin) 5163

rad24 SPAC8E11.02c 14-3-3 protein Rad24 S257
ubiquitin-protein ligase E3/ ATP-dependent DNA

rad8 SPAC13G6.01c helicase Rad8 S25,S31

rapl SPBC1778.02 shelterin complex telomere binding subunit Rapl S212

rdil SPAC6F12.06 Rho GDP dissociation inhibitor Rdil (predicted) S34

rga2 SPAC26A3.09c RhoGAP, GTPase activating protein Rga2 S445

rgad SPBC28E12.03 RhoGAP, GTPase activating protein Rga4 S178

rgab SPBC354.13 RhoGAP, GTPase activating protein Rga6 (predicted) T485

rgf2 SPAC1006.06 RhoGEF Rgf2 S178

rgf3 SPCC645.06¢ RhoGEF Rgf3 S34

ribl SPAP27G11.09c | GTP cyclohydrolase Rib1 (predicted) S45

rix1 SPCC4G3.18 Rix1 complex Armadillo-type fold Rix1 S611
ribosomal L24-like protein involved in ribosome

rlp24 SPAC22E12.13c | biogenesis Rlp24 (predicted) T136
coiled-coil protein involved in septum formation

rngl0 SPAC688.07c Rngl10 S112, S538, 5828

rng8 SPAC4H3.14c contractile ring myosin V regulator Rng8 S67
arrestin/PY protein involved in ubiquitin-mediated

rod1 SPAC31A2.12 endocytosis Rod1 (predicted) S449
DNA-directed RNA polymerase | complex subunit

rpa34 SPBC11G11.05 Rpa34 (predicted) 5186

rpl8 SPBC29A3.04 60S ribosomal protein L7a/L8 (predicted) S11

rps101 SPAC13G6.02c 40S ribosomal protein S3a S240

rps2302 | SPBP4H10.13 40S ribosomal protein S23 (predicted) S39
ribosome quality control complex (RQC) complex

rqcl SPAC1142.01 subunit Rqcl S648
ATP-dependent DNA helicase/ ubiquitin-protein ligase

rrp2 SPBC23E6.02 E3 (predicted) 5289

rrp4 SPAC2F7.14c exosome subunit Rrp4 S$181, 5184, S186

rrp5 SPCC1183.07 U3 snoRNP-associated protein Rrp5 (predicted) T1391

rscl SPBC4B4.03 RSC complex subunit Rscl S515

rsc4 SPBC1734.15 RSC complex subunit Rsc4 T323

rsdl SPAC19G12.07c | RNA-binding protein Rsd1 (predicted) $109

sakl SPAC3G9.14 transcriptional activator Sak1 S224

sce3 SPBC18H10.04c | translation initiation factor (predicted) T362

sckl SPAC1B9.02c serine/threonine protein kinase Sckl T115

scrl SPBC1D7.02c transcription factor Scrl S$265, S333

S68, 7286, T347,

scwl SPCC16C4.07 RNA-binding protein Scwl T369, T375

sdcl SPCC18.11c Lid2 complex Dpy-30 domain subunit Sdcl 5101

sds23 SPBC646.13 PP2A-type phosphatase inhibitor Sds23/Moc1 S329
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multidomain vesicle coat component Sec16

secl6 SPAC29B12.07 (predicted) S91

sec27 SPBC16C6.13c coatomer beta' subunit (predicted) 5146

sec28 SPBC24C6.05 coatomer epsilon subunit (predicted) T25
ER protein translocation subcomplex subunit Sec62

sec62 SPAC17G6.09 (predicted) T247

sec71 SPAC4D7.01c Sec7 domain protein, ARF GEF (predicted) S332

sec73 SPAC19A8.01c guanyl-nucleotide exchange factor Sec73 (predicted) $1000

sec74 SPAC26F1.01 guanyl-nucleotide exchange factor Sec74 (predicted) S70
D-3 phosphoglycerate dehydrogenase Ser3

ser3 SPCC364.07 (predicted) S19

set2 SPAC29B12.02c | histone lysine H3-K36 methyltransferase Set2 S65, S67, S596

S530, S533, T582,

set3 SPAC22E12.11c | histone lysine methyltransferase Set3 S591, S714

sfpa7 SPAC7D4.02c Ubp4 interactor Sfp47 S235
SAGA complex deubiquitinating submodule subunit

sgf73 SPCC126.04c Sgf73 S274

sid2 SPAC24B11.11c | NDR kinase Sid2 S402
mitochondrial protein, involved in mitochondrial gene

sif2 SPCC16C4.01 expression (predicted) T207
heat shock protein, ribosome associated molecular

sks2 SPBC1709.05 chaperone Sks2 T421, S557

slel SPAC1A6.07 eisosome assembly protein Segl T19

sifl SPAC821.03c cell cortex node protein SIf1 S244

sltl SPAC17G6.13 Schizosaccharomyces specific protein Slt1 T222,5269, S322

slyl SPCC74.01 SNARE binding protein Slyl (predicted) S36

soll SPBC30B4.04c SWI/SNF complex subunit Soll S342

spg4 SPAC328.04 microtubule severing ATPase Spg4 (predicted) S167

spol5 SPAC1F3.06c mitotic and mieotic spindle pole body protein Spo15 S342
DSIF transcription elongation factor complex subunit

spt5 SPAC23C4.19 Spt5 S27

spt7 SPBC25H2.11c SAGA complex bromodomain subunit Spt7 S156

sre2 SPBC354.05¢ membrane-tethered transcription factor Sre2 T259

sro7 SPAC1F3.03 Lgl family protein Sro7 (predicted) 5492

srpl SPBC11C11.08 SR family protein, human SRFS2 ortholog Srp1 S267

srp2 SPAC16.02c splicing factor Srp2 S294
nucleocytoplasmic transport chaperone Srp40

srp40 SPBC1711.05 (predicted) $395, 5402
dynactin microtubule-binding subunit, p150-Glued

ssm4 SPAC27D7.13c Ssmé4 T606

ssn6 SPBC23E6.09 transcriptional corepressor Ssn6 T1041
AMP-activated protein serine/threonine kinase alpha

ssp2 SPCC74.03c subunit Ssp2 S367
plasma membrane heme transmembrane transporter

str3 SPAC1F8.03c Str3 S44
cytoplasmic P body 3'-5'-exoribonuclease, Dis3L2-

sts5 SPCC16C4.09 related (predicted) S380
heterochromatin (HP1) family chromodomain protein

SWi6 SPAC664.01c Swib 71235

sypl SPBCA4C3.06 F-BAR domain protein Syp1 (predicted) S240
SAGA complex/transcription factor TFIID complex

taf12 SPAC15A10.02 subunit A Taf12 T221
tricalbin, C2 domain protein (phospholipid binding)
ER-plasma membrane tethering protein Tcb1

tcbl SPCC962.01 (predicted) T94
tricalbin, C2 domain protein (phospholipid binding)

tcb3 SPAPYUK71.03c | ER-plasma membrane tethering protein Tch3 5885
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tdhl SPBC32F12.11 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Tdh1 T184
teal SPCC1223.06 cell end marker Teal S556
kinesin family plus-end directed microtubule motor
tea2 SPBC1604.20c Tea2 T77,T85
tead SPBC1706.01 tip elongation aberrant protein Tea4 S540
plasma membrane glycerophosphodiester
tgpl SPBC1271.09 transmembrane transporter (predicted) T152
tho2 SPAC1D4.14 THO complex subunit Tho2 (predicted) T1351
tif35 SPBC18H10.03 translation initiation factor elF3g S6
translation initiation factor elF4E, 4F complex E
tif452 SPBC1709.18 subunit isoform 2, stress response factor S33
tif471 SPAC17C9.03 translation initiation factor elF4G $1349, S1353
tif5 SPAC2F7.05c translation initiation factor elF5, Tif5(predicted) S159
tif52 SPAC56F8.03 translation initiation factor elF5B Tif52 (predicted) S213,T364
tlhl SPAC212.11 RecQ type DNA helicase T956
tma23 SPAC1952.02 ribosome biogenesis protein Tma23 (predicted) S121
top2 SPBC1A4.03c DNA topoisomerase Il S$1401
RNA polymerase Il associated Pafl complex subunit
tprl SPAC27D7.14c Tprl S930
alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase
tps3 SPACUNK4.16c | (predicted) S105
trm1 SPBC25D12.05 tRNA (guanine-N2-)-methyltransferase Trm1 T226
tRNA (cytosine 32-2'-0)-methyltransferase regulator
trm732 SPCC1494.07 Trm732 S770
trrl SPBC3F6.03 thioredoxin reductase Trrl T48, T49, T50
trs33 SPAC13G6.05¢c TRAPP complex subunit Trs33 (predicted) T177,5201
tupl2 SPAC630.14c transcriptional corepressor Tup12 S194
ubp8 SPAC13A11.04c | SAGA complex ubiquitin C-terminal hydrolase Ubp8 T190
ubx4 SPBC21C3.11 UBX domain protein Ubx4 (predicted) S272
ucp8 SPBC83.01 UBA/EH/EF hand domain protein Ucp8 S259
utp18 SPBC29A3.06 CGI-48 family Utp18 (predicted) 5140
vac8 SPBC354.14c vacuolar protein Vac8 (predicted) T173
vexl SPCC1795.02c vacuolar proton/calcium exchanger (predicted) S154, T166
vgll SPCC550.14 KH domain RNA binding protein, vigilin (predicted) $122,5125
vphl SPAC16E8.07c V-type ATPase VO subunit a (predicted) 5686, S702
vps60 SPCC162.06¢ vacuolar sorting protein Vps60 (predicted) S124
vps74 SPAC5D6.13 Golgi phosphoprotein 3 family Vps74 (predicted) S14
vps901 SPBC4F6.10 guanyl-nucleotide exchange factor Vps902 S405
vsll SPCC594.06¢ vacuolar SNARE Vsl1/Vam7 S241,S246
winl SPAC1006.09 MAP kinase kinase kinase Win1l 5125
S71, S201, S246,
wisl SPBC409.07c MAP kinase kinase Wis1 S250
wis4 SPAC9G1.02 MAP kinase kinase kinase Wis4 T640
phosphatidylinositol-4 kinase plasma membrane
yppl SPAC637.04 scaffold Erf3 partner Yppl S647, 5650
zf-CCCH tandem zinc finger protein, human
Tristetraprolin homolog Zfs1, involved in mRNA
zfsl SPBC1718.07c catabolism S48
zprl SPAC15A10.04c | EF-1 alpha binding zinc finger protein Zprl (predicted) | T221
transcription factor, zf-fungal binuclear cluster type
SPAC1327.01c (predicted) S47
SPAC16E8.17¢c succinate-CoA ligase alpha subunit (predicted) T146
SPAC17G8.06¢ dihydroxy-acid dehydratase (predicted) T291, T302, S335
SPAC24H6.11c sulfate transmembrane transporter (predicted) 5789
SPAC27D7.09c But2 family protein, similar to cell surface molecules T73
SPAC323.04 mitochondrial ATPase (predicted) T228, 5241, S243
wdrd4 SPAC3H5.08c WD repeat protein, human WDR44 family S722
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SPAC926.06¢ leucine-rich repeat protein, unknown role $290

SPAC959.11 Schizosaccharomyces specific protein $109, S114, T116

SPAPB1A10.13 Schizosaccharomyces specific protein T341,5418, T431
DUF3245 nucleolar protein, conserved in fungi and

SPAPB1E7.01c plant family T127

SPBC13E7.07 Schizosaccharomyces specific protein S156

SPBC1604.12 Schizosaccharomyces specific phosphoprotein S603

SPBC1683.03c transmembrane transporter (predicted) T480, S497

SPBC16E9.02c CUE domain protein, human TOLLIP ortholog T463

pac3 SPBC16E9.19 proteasome assembly chaperone 3 (predicted) T62

SPBC17D1.05 Schizosaccharomyces specific protein S96

SPBC19C7.11 plasma membrane CIC chloride channel (predicted) S20

SPBC1E8.02 ER ubiquitin family protein (predicted) T105,T110
plasma membrane urea transmembrane transporter

SPBC23G7.13c (predicted) S459, S466, S467
spermidine family transmembrane transporter

SPBC36.01c (predicted) $82
Sad1-UNC-like protein involved protein folding in the

SPBC3E7.09 ER (predicted) S214
TPR repeat serine/threonine protein phosphatase

SPBC3F6.01c (predicted) $105

SPBC646.08c sterol intermembrane transfer protein (predicted) S215,5221, 5225

SPBC713.09 Schizosaccharomyces specific protein S191
ubiquitin-protein ligase E3, unknown specificity

SPBP4H10.07 (predicted) S580

SPBP4H10.14c Schizosaccharomyces specific protein S27

SPBP8B7.26 Schizosaccharomyces specific protein S214, 5238

SPBPB2B2.01 amino acid transmembrane transporter (predicted) T184

SPBPB7ES8.02 PSP1 family protein S98, S539
ubiquitin-protein ligase E3 involved in rescue of

SPCC1223.01 stalled ribosomes (predicted) 5482

SPCC1442.11c Schizosaccharomyces pombe specific protein T172

SPCC1739.01 zf-CCCH type zinc finger protein $399, S409
DENN domain Rab GDP-GTP exchange factor,

SPCC297.05 implicated in endosomal transport (predicted) 5118

SPCC584.03c GTPase regulator (predicted) S441

SPCC584.15¢ arrestin involved in ubiquitin-dependent endocytosis S460

SPCC594.02c DUF2456 family conserved fungal protein 5263

SPCC622.14 GTPase activating protein (predicted) 5268
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