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RESUMENES

The protein phosphatase Ppz1 of the model organism S. cerevisiae is divided into two
distinct regions: an unstructured N-terminal domain and a C-terminal catalytic domain. The
catalytic domain shares a high identity with the PP1c phosphatases. Ppz1 is one of the major
determinants of salt homeostasis, negatively regulating the main K* entry channels, Trkl
and Trk2, and inhibiting the transcription of the ENAI gene, which encodes the Enal ATPase
responsible for exporting Na* and K*. Moreover, Ppzl is negatively regulated by two
subunits: ScHal3 and Vhs3, with ScHal3 being the most relevant in vivo. S. cerevisiae encodes
a third protein structurally related to ScHal3 and Vhs3, called Cab3, which is not an inhibitor
of Ppzl. The ScHal3 and Vhs3 proteins are moonlighting proteins, forming a heterotrimer,
together with Cab3. This complex generates the enzyme PPCDC, which catalyses the third
reaction in the coenzyme A synthesis pathway. Despite the identity between PP1c and Ppz,
ScHal3 does not regulate PP1c.

Through chemical crosslinking and sequence analysis studies, our laboratory identified
two distinctive residues between PP1c and Ppz phosphatases (lysines in PP1c that are mostly
acidic amino acids in Ppz) wich are likely interacting with ScHal3. The first objective of this
thesis has been to verify if these two residues (D566 and D615) are key elements in Ppz1 for
the regulation of the phosphatase mediated by ScHal3. We have shown that residue D615
is a differential structural determinant between PP1c and Ppz, and that it could contribute
to the specific mechanism of regulation of Ppz phosphatases by Hal3-type proteins.

The PPCDC from Arabidopsis thaliana is a homotrimer composed of three AtHal3
subunits. In the second chapter of the Thesis we identify two residues (G115 and L117),
located in the hydrophobic core of the PPCDC of A. thaliana that could be relevant in the
formation of the trimeric enzyme. To verify this, we constructed mutated versions of these
residues and their equivalents in ScHal3 (L403 and L405). After their characterization, we
show that these residues are not relevant in the formation of functional PPCDC neither in A.
thaliana nor in S. cerevisiae. However, it was shown that the amino acid L405 of ScHal3 is
an important residue for the interaction between Ppz1 and ScHal3, and therefore, for the
regulation of the phosphatase.

Finally, we describe a functional mapping of the N-terminal extension of ScHal3 trying
to find relevant motifs for the regulation of Ppzl. After characterizing multiple mutated
versions of ScHal3, we have identified the °°K-R-X3-VTFS®® motif as essential for Ppz1l
inhibition. Our results suggest that there must be specific interactions between the two N-
terminal regions of Ppz1 and ScHal3. Comparative analysis of fungal ScHal3-like proteins and
phenotypic assays with hybrid versions of CaCab3 and CaHal3 proteins from C. albicans
provide evidence that the °°K-R-X3-VTFS®® motif, or slightly degenerate versions, is essential
for the regulation of the Ppz. This motif could be a determinant of the moonlighting capacity
of fungal Hal3 or Cab3-like proteins.



RESUMENES

La proteina fosfatasa Ppz1 del organismo modelo S. cerevisiae se divide en dos regiones
diferenciadas: i) un dominio N-terminal desestructurado y un dominio catalitico C-terminal.
El dominio catalitico guarda una alta identidad con las fosfatasas PP1c. Ppzl es uno de los
mayores determinantes de la homeostasis salina, regulando negativamente los principales
canales de entrada de K*, Trkl y Trk2, e inhibiendo la transcripcion del gen ENA1, que
codifica la ATPasa Enal encargada de exportar Na* y K*. A su vez, Ppzl estd regulada
negativamente por dos subunidades: ScHal3 y Vhs3, siendo ScHal3 la mas relevante in vivo.
S. cerevisiae posee una tercera proteina relacionada estructuralmente con ScHal3 y Vhs3,
denominada Cab3, que no es un inhibidor de Ppzl. Las proteinas ScHal3 y Vhs3 son
proteinas moonlighting. Junto con Cab3, forman un heterotrimero que conforma el enzima
PPCDC, el cual que cataliza la tercera reaccién en la via de sintesis de coenzima A. Pese a la
identidad entre las PP1c y las Ppz, ScHal3 no regula las PP1c.

Mediante estudios de entrecruzamiento quimico y de andlisis de secuencias nuestro
laboratorio identificd dos residuos distintivos entre las fosfatasas PP1c y las Ppz (lisinas en
PP1lc que son mayoritariamente aminodcidos acidos en Ppz) que posiblemente
interaccionen con ScHal3. El primer objetivo de esta Tesis ha sido comprobar si estos dos
residuos son elementos clave en Ppzl (D566 y D615) en la regulacion de la fosfatasa
mediada por ScHal3. Hemos demostrado que el residuo D615 es un determinante
estructural diferencial entre las PP1c y las Ppz, y que puede contribuir al mecanismo
especifico de regulacién de las fosfatasas Ppz por proteinas tipo Hal3.

La PPCDC de Arabidopsis thaliana es un homotrimero compuesto por tres subunidades
de AtHal3. En el segundo capitulo de la Tesis identificamos dos residuos (G115 y L117),
ubicados en el nucleo hidrofébico de la PPCDC de A. thaliana que podian ser relevantes en
la formacién de este enzima. Para verificarlo, construimos versiones mutadas en estos
residuos y sus equivalentes en ScHal3 (L403 y L405). Tras caracterizarlas, demostramos que
estos residuos no son determinantes en la formacion de PPCDC funcionales ni en A. thaliana,
ni en S. cerevisiae. Sin embargo, se puso de manifiesto que el aminodcido L405 de ScHal3 es
un residuo importante para la interaccién entre Ppz1 y ScHal3 y por tanto para la regulacién
de la fosfatasa.

Por ultimo, realizamos un mapeo funcional de la extensién N-terminal de ScHal3
tratando de encontrar motivos relevantes para la regulacion de Ppz1. Tras la caracterizacién
de multiples versiones mutadas de ScHal3 hemos identificado el motivo %°K-R-X3-VTFS*®
como imprescindible para la inhibicion de Ppzl. Nuestros resultados sugieren que debe de
haber interacciones especificas entre las regiones N-terminales de Ppz1 y ScHal3. El andlisis
comparativo de proteinas fungicas similares a ScHal3 y los ensayos fenotipicos con versiones
hibridas de las proteinas CaCab3 y CaHal3 de C. albicans nos aportan evidencias de que el
motivo R/K-R/K-X3-VTFS, o versiones ligeramente degeneradas, es esencial para la
regulacion de las Ppz. Este motivo podria ser un determinante de la capacidad moonlighting
de las proteinas tipo Hal3 o Cab3 de hongos.



RESUMENES

La proteina fosfatasa Ppzl de I'organisme model S. cerevisiae es divideix en dues
regions diferenciades: un domini N-terminal desestructurat i un domini catalitic C-terminal.
El domini catalitic guarda una alta identitat amb la fosfatasa PP1c. Ppz1 és un dels majors
determinants de la homeostasi salina, regulant negativament els principals canals d’entrada
de K*, Trkl i Trk2, i inhibint la transcripcié del gen ENA1, que codifica la ATPasa Enal,
encarregada d’exportar Na* i K*. A més, Ppzl esta regulada negativament per dues
subunitats: ScHal3 i Vhs3, essent ScHal3 la més rellevant in vivo. S. cerevisiae posseeix una
tercera proteina relacionada estructuralment amb ScHal3 i Vhs3, denominada Cab3, que no
és un inhibidor de Ppzl. Les proteines Hal3 i Vhs3 sén proteines moonlighting ja que,
juntament amb Cab3, formen un heterotrimer que constitueix I'enzim PPCDC, el qual
catalitza la tercera reaccio de la via de sintesi de coenzim A. Tot i I'elevada identitat entre
PP1ciPpzl, ScHal3 no regula les PP1c.

Mitjangant estudis d’entrecreuament quimic i analisi de seqléncies, el nostre
laboratori va identificar dos residus distintius entre les fosfatases PP1c i les Ppz (lisines en
PP1c que majoritariament sdon aminoacids acids en Ppz1) que possiblement interaccionen
amb ScHal3. El primer objectiu d’aquesta Tesi ha estat comprovar si aquests residus (D566
y D615) sén elements claus en Ppz1 per la regulacié de la fosfatasa per part de ScHal3. Hem
demostrat que el residu D615 és un determinant estructural diferencial entre les PP1c i les
Ppz, i que pot contribuir al mecanisme especific de regulacié de les fosfatases Ppz per
proteines tipus Hal3.

La PPCDC d’Arabidopsis thaliana és un homotrimer compost per tres subunitats de
AtHal3. En el segon capitol d’aquesta Tesi identifiquem dos residus (G115 y L117), ubicats al
nucli hidrofobic de la PPCDC d’A. thaliana que podrien ser rellevants en la formacié d’aquest
enzim. Per verificar-ho, vam construir versions mutades en aquests residus i els equivalents
en ScHal3 (L403 i L405). Després de caracteritzar-les, vam demostrar que aquests residus no
son determinants en la formacié de PPCDC funcionals ni en A. thaliana, ni en S. cerevisiae.
No obstant, es va posar de manifest que I'aminoacid L405 de ScHal3 és un residu important
per la interaccié entre Ppz1 i ScHal3 i, per tant, per la regulacié de la fosfatasa.

Per ultim, vam realitzar un mapeig funcional de I'extensié N-terminal de ScHal3 amb
I'objectiu de trobar motius rellevants per a la regulaci6 de Ppzl. Després de la
caracteritzacié de multiples versions mutades de ScHal3 hem identificat el motiu °°K-R-Xs-
VTFS®® com a imprescindible per la inhibicié de Ppz1. Els nostres resultats suggereixen que
hi deu haver interaccions especifiques entre les regions N-terminals de Ppz1 i ScHal3.
L’analisi comparatiu de proteines fungiques similars a ScHal3 i els assajos fenotipics amb
versions hibrides de les proteines CaCab3 i CaHal3 de C. albicans ens aporten evidéncies de
que el motiu R/K-R/K-X3-VTFS, o versions lleugerament degenerades, és essencial per la
regulacié de les Ppz1. Aquest motiu podria ser un determinant de la capacitat moonlighting
de les proteines tipus Hal3 o Cab3 en fongs.






3. Introduccion

11






INTRODUCCION

3.1. Saccharomyces cerevisiage como un organismo

modelo

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un organismo eucariota unicelular
perteneciente al reino Fungi, al filo Ascomycota y a la familia Saccharomycetaceae. En
la naturaleza S. cerevisiae se encuentra principalmente en suelos, cortezas de arbol y en
la piel de frutas (Wang et al, 2012). El uso de S. cerevisiae por humanos estd
documentado desde la antigliedad, debido a su implicaciéon en la preparacion de
alimentos o bebidas alcohdlicas. Este organismo sigue siendo de gran importancia en la
actualidad tanto en la industria alimentaria, por su papel en la produccién de bebidas
fermentadas, pan y otros alimentos, como en la industria biotecnoldgica por ser un
organismo frecuentemente utilizado en la produccion de compuestos de interés
comercial y en la expresidn heteréloga de proteinas.

Las cepas de S. cerevisiae utilizadas en el laboratorio presentan dos formas
estables: haploides o diploides. Las células haploides estan diferenciadas sexualmente
en dos tipos: a o a. Estas células son capaces de aparearse formando células diploides,
las cuales pueden proliferar mediante mitosis o, bajo condiciones de falta de nutrientes,
pueden realizar la meiosis, generando 4 esporas haploides. La temperatura dptima de
crecimiento de este organismo es 28°C y lo hace tanto en condiciones aerébicas como
anaerodbicas, utilizando diversas fuentes de carbono, siendo la glucosa la fuente de
carbono predilecta. S. cerevisiae es un organismo fermentativo preferencial y, mientras
disponga de glucosa en el medio, fermenta este azucar a alcohol, aun en presencia de
oxigeno.

S. cerevisiae comparte con eucariotas superiores, incluidos mamiferos, los
mecanismos celulares basicos (replicacién, recombinacién y algunos aspectos de la
divisién celular), asi como las principales vias metabdlicas (Botstein & Fink, 2011), siendo
esta levadura el primer organismo eucariota cuyo genoma se secuencio por completo
(Goffeau et al, 1996). S. cerevisiae acumula ademds un conjunto de importantes
cualidades, entre las que destaca un cultivo facil y econédmico y una gran accesibilidad a
una amplia variedad de herramientas genéticas, lo que define este organismo como un
excelente modelo para estudios metabdlicos y genéticos.
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3.2. La fosforilacion de proteinas

La fosforilacion reversible de proteinas es crucial para la regulacion de multiples
funciones celulares, como el metabolismo, la progresién del ciclo celular y la respuesta
a estrés. La adicién de uno o varios grupos fosfato causa diversas alteraciones a las
proteinas, tales como cambios en la actividad enzimatica, impedir o promover
interacciones con otras proteinas, o cambios en la localizacién celular, entre otras
(Cohen, 2002). La fosforilacién es la modificacién postraduccional mas comun de las
proteinas y, en S. cerevisiae se estima que el 50% del proteoma puede ser fosforilado
(Vlastaridis et al, 2017; Oughtred et al, 2019).

El estado de fosforilacion del proteoma estd regulado por el balance entre las
proteinas quinasas (afiaden el grupo y-fosfato, proveniente del ATP, al sustrato) y las
proteinas fosfatasas (hidrolizan el grupo fosfato del sustrato). La fosforilacion puede
realizarse sobre nueve residuos: serina, treonina, tirosina, cisteina, arginina, lisina, acido
aspartico, acido glutamico e histidina. En eucariotas los residuos que aparecen
mayoritariamente fosforilados son la serina, la treonina y, en menor cantidad, la tirosina
(Moorhead et al, 2009). Estudios del proteoma humano revelaron que estos tres
residuos representan el 86,4%, 11,8% y 1,8%, respectivamente, del nimero total de
residuos fosforilados (Olsen et al, 2006).

A diferencia de las quinasas, las funciones y regulacion de las fosfatasas estan
menos exploradas, y esto es debido a varias causas. Por un lado, las fosfatasas son
menos selectivas, reconociendo a menudo multiples sustratos. Por otro lado, un mismo
sustrato puede ser desfosforilado por diversas fosfatasas. Finalmente, a diferencia de
las quinasas, en los sustratos de las fosfatasas no ha podido identificarse, de una manera
general, secuencias primarias especificas alrededor del residuo desfosforilado,
impidiendo asi la prediccion in silico de éstos. Como norma general el nimero de
guinasas es mucho mayor que el de fosfatasas. El genoma de S. cerevisiae codifica 127
proteinas quinasas y solo se han identificado 43 proteinas fosfatasas (Offley & Schmidt,
2019).

Las fosfatasas se han clasificado en tres familias principales, en funcidn del residuo
del que eliminan el grupo fosfato: i) Serina-treonina fosfatasas (Ser/Thr fosfatasas), ii)
fosfatasas de tirosina (PTP) vy iii) fosfatasas duales, las cuales poseen la capacidad de
desfosforilar residuos de serina, treonina y tirosina.
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3.2.1. Ser/Thr fosfatasas

La primera clasificacidn de las Ser/Thr fosfatasas, basada en estudios bioquimicos,
las dividié en dos familias: fosfatasas de tipo 1 (PP1) o de tipo 2 (PP2) (Ingebritsen et al,
1980). Posteriormente se establecieron criterios bioquimicos y funcionales adicionales
que clasificaban las Ser/Thr fosfatasas en cuatro grandes grupos: PP1, PP2A, PP2B y
PP2C, en funcién de la especificidad de sustrato, dependencia de cationes divalentes y
sensibilidad a diversos inhibidores (Cohen, 1989). Actualmente, las Ser/Thr fosfatasas se
dividen en dos grandes familias, basdandose esta clasificacién en la secuencia, estructura
y propiedades enzimaticas: fosfoproteinas fosfatasas (PPP) y proteinas fosfatasas
dependientes de metales (PPM) (Shi, 2009b) (Figura 1).
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Figura 1. Clasificacion de las Ser/Thr fosfatasas. Las dos principales familias de las Ser/Thr fosfatasas son
las fosfoproteinas fosfatasas (PPP) y las proteinas fosfatasas dependientes de metales (PPM). Se muestran
miembros de sus subunidades cataliticas representativos de cada familia. Los dominios cataliticos se
sefialan debajo del diagrama. Los motivos funcionales caracteristicos estan representados encima del
diagrama. Todas las proteinas representadas corresponden a Homo sapiens excepto la PP7 que pertenece
a Arabidopsis thaliana. Imagen de (Shi, 2009b).
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3.2.1.1. Fosfoproteinas fosfatasas (PPP)

Las fosfatasas pertenecientes a la familia de las fosfoproteinas fosfatasas (PPP)
presentan una alta identidad de secuencia, especialmente en el nucleo catalitico
(Cohen, 1989). Esta familia esta compuesta por PP1, PP2A, PP2B, PP4, PP5, PP6 y PP7.
Las PPP presentan distintas subunidades reguladoras, las cuales modulan su funcién
celular, por ejemplo, la actividad de la subunidad catalitica de PP1 (PP1c) es regulada
por la interaccién con los polipéptidos denominados Inhibidor-1 e Inhibidor-2, los cuales
no tienen efecto sobre la actividad de los enzimas del grupo PP2. La actividad catalitica
de PP1 depende de la presencia en su centro activo de iones de Mn?*, mientras que
estos iones no son necesarios para la actividad de PP2A, y PP2B requiere iones Ca?*
(Ingebritsen & Cohen, 1983). Todos los miembros de esta familia de fosfatasas, a
excepcion de las PP7, estan representadas en S. cerevisiae (Stark, 1996).

3.2.1.2. Proteinas fosfatasas dependientes de metales (PPM)

La familia de las fosfatasas dependientes de metales (PPM) estd compuesta por
PP2C vy las fosfatasas del complejo de la piruvato deshidrogenasa. Las PP2C tienen
caracteristicas similares a las PP2, tales como ser insensibles a los Inhibidores-1y 2, pero
no presentan identidad de secuencia con las PPP y necesitan de iones Mg?* y Mn?* para
ser cataliticamente activas. Las PPM no tienen ninguna subunidad reguladora conocida,
y funcionan como enzimas monomeéricos. La capacidad de las PP2C de realizar funciones
diferentes es debida, posiblemente, a la existencia de diversas isoformas de esta familia
de enzimas, los cuales presentan un dominio PP2C conservado, variando sus dominios
amino o carboxilo terminales. De las siete PPM presentes en S. cerevisiae las mejores
caracterizadas son la Ptcl y la Ptc2 (Sharmin et al, 2014) .

3.2.2. Ser/Thr fosfatasas de tipo 1 (PP1)

Investigaciones previas establecieron que PP1y PP2A representan mas del 90% de
la actividad fosfatasa en eucariotas (Moorhead et al, 2007; Virshup & Shenolikar, 2009;
Bollen et al, 2010), siendo PP1 la que mas contribuiria en esta tarea, debido a la gran
diferencia en la abundancia relativa entre estas dos proteinas (Janssens et al, 2008;
Bollen et al, 2010). Las fosfatasas PP1 regulan diversas funciones celulares tales como la
sintesis de proteinas, el procesamiento del RNA, la sefalizacion neuronal, el
metabolismo de glucdgeno, la induccion de la apoptosis y la regulacion de diversos
puntos de control del ciclo celular (Cannon, 2010; Verbinnen et al, 2017).

La subunidad catalitica de PP1 (PP1c) tiene una masa molecular de 35 a 38 kDa, y
se asocia a una o mas subunidades reguladoras, formando complejos estables
denominados holoenzimas (Shi, 2009b). La asociacion de PP1c con distintas subunidades
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reguladoras define la especificad de sustrato, localizacién subcelular y actividad
fosfatasa del holoenzima (Zhao & Lee, 1997; Cohen, 2002; Casamayor & Arifio, 2020).
Hasta hace pocos afios se especulaba que las subunidades PP1c no presentaban ningln
tipo de preferencia de sustrato y que esta era debida Unicamente a la subunidad
reguladora. Sin embargo, los ultimos hallazgos sugieren que el centro activo de las
subunidades cataliticas presenta cierta preferencia por determinados motivos que
rodean el residuo a desfosforilar (Rogers et al, 2016; Hoermann et al, 2020).

Hoy dia se dispone de multiples estructuras tridimensionales de PPlc de
mamiferos. Como podria esperarse, a causa de su alta identidad de secuencia primaria,
su estructura es muy similar. Las subunidades PP1c adoptan un plegamiento o/B
compacto (Figura 2A), y el sandwich 3 se encuentra entre dos dominios en hélice a, los
cuales corresponden a los extremos N-terminal y C-terminal (Egloff et al, 1995). Estas
tres regiones diferenciadas estan separadas por tres surcos denominados surco
hidrofdbico, surco acido y surco C-terminal (Figura 2B), que forman un hueco central
donde se situa el centro catalitico de PP1c, constituido por tres residuos de histidina,
dos residuos de acido aspartico, una asparagina y dos iones (Fe?*y Mg?*) esenciales para
la actividad fosfatasa. Este centro catalitico esta altamente conservado en las PPP,
sugiriendo un mecanismo de reaccién comun (Shi, 2009a).

A
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helical
domain
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domain

Figura 2. Estructura de la subunidad catalitica de la proteina fosfatasa 1 (PP1c). A) Estructura en formato
cartoon de PP1c. En azul la estructura de la PP1c de conejo unida a acido okadaico (amarillo). La forma en
Y (rosa) define los tres surcos de PP1c. Los iones Fe?* y Mg?* estan representados como esferas rojas.
Imagen de (Shi, 2009b). B) Representacion de la superficie de la PP1c humana. Los iones metalicos se
muestran como esferas rosas. Se representan con lineas los tres surcos (H, hidrofébico; A, acido; y C, C-
terminal). Imagen de (Peti et al, 2013).
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En eucariotas, las PP1c estan altamente conservadas, presentando una identidad
de secuencia del 70% o superior. Mientras que los genomas de eucariotas superiores
codifican varias isoformas de PP1c (3 en mamiferos, y hasta 9 isoformas en la planta
Arabidopsis thaliana (Schweighofer & Meskiene, 2015)), en S. cerevisiae el gen GLC7
codifica la Unica subunidad PP1c. GLC7 codifica una proteina de 312 residuos (36 kDa),
la cual presenta una identidad del 85% con las PP1c humanas. Es un gen esencial (Ohkura
et al, 1989; Clotet et al, 1991; Feng et al, 1991) y un estudio de complementacion
confirmd la ortologia de Glc7 con todos los isoenzimas de PP1c en humanos (Gibbons et
al, 2007).

Inicialmente, Glc7 atrajo la atencién debido a su rol en la acumulacién de glucégeno
(Peng et al, 1990; Feng et al, 1991). Al igual que las PP1c de mamifero, Glc7 regula una
gran variedad de eventos celulares. Cuando Glc7 se encuentra en el nucleo es
responsable de la unién de los microtubulos al cinetocoro, participa en la regulacién
transcripcional y en diversos puntos de control del ciclo celular. En el citosol, Glc7 esta
involucrada en el metabolismo de carbohidratos, la regulacién de septinas, la
endocitosis, la organizacion de la actina y la localizacién de la gema (Cannon, 2010).

3.2.2.1. Regulacién y motivos de interaccion de PP1c

Como hemos comentado, la subunidad catalitica de las fosfatasas de tipo-1 (PP1c)
no actua independientemente y, para poder desempefiar las diversas funciones
celulares, necesita asociarse con diferentes subunidades reguladoras (Casamayor &
Arifio, 2020). El nimero de estas subunidades reguladoras varia entre los diferentes
organismos eucariotas. En mamiferos se han descrito mas de 100 posibles subunidades
reguladoras (Moorhead et al, 2007), y al menos 30 en S. cerevisiae (Cannon, 2010; Offley
& Schmidt, 2019). Un numero significativo de las subunidades reguladoras de PP1 son
proteinas intrinsecamente desordenadas (IDP). A pesar de ello, estas se adaptan e
interaccionan con la PP1c de manera similar (Choy et al, 2012). Todas ellas presentan
secuencias cortas (de 4 a 8 residuos), denominadas SLiMs por sus siglas en inglés (Short
Linear Motifs), que interaccionan con la subunidad catalitica. Se han encontrado hasta
10 motivos SLiM diferentes en mamiferos, aunque no todos han sido descritos en
levadura (Casamayor & Arifio, 2020). En S. cerevisiae la mayoria de las subunidades
reguladoras como, por ejemplo, Arfl, Bni4, Bud14, Gacl, Gip2, Ref2, Regl, Reg2 y Slal,
interactian con el surco hidrofébico de Glc7 mediante la secuencia consenso RVxF.
Mutaciones en este surco hidrofébico provocan una reduccién de la afinidad de algunas
subunidades reguladoras, provocando fenotipos compatibles con una pérdida de la
actividad de PP1c (Wu & Tatchell, 2001). Por el contrario, Glc7 tiene subunidades
reguladoras, como Sds22 y Ptil, que no presentan este motivo. Sds22 interacciona cerca
del ndcleo catalitico mediante una secuencia rica en repeticiones de leucina (Ceulemans
& Bollen, 2004) y aunque Ptil se describié hace afios (He & Moore, 2005), todavia no se
ha identificado el motivo de Glc7 con el que interacciona (He & Moore, 2005).
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3.2.2.2. Reconocimiento de los residuos desfosforilables por PP1 vy su

relacion con regiones intrinsicamente desestructuradas (IDRs)

Uno de los principales problemas en el estudio de las fosfatasas, como se ha
comentado anteriormente, es la aparente falta de secuencias primarias de
reconocimiento que definen el residuo a desfosforilar. Estudios recientes han mostrado
que las PP1 desfosforilan mayoritariamente (61%), residuos de serina o treonina de
regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs) (Hoermann & Kéhn, 2021). Las regiones
IDRs se caracterizan por ser secuencias que no presentan una estructura secundaria
definida, lo que les confiere un alto grado de flexibilidad. Esta gran flexibilidad les
permite interaccionar con diversas proteinas, lo que explica que las proteinas con IDRs
jueguen un papel central en la sefializacion celular (lakoucheva et al, 2002; Liu et al,
2006; Galea et al, 2008).

A pesar de que la falta de caracteristicas estructurales definidas y de secuencia
comunes dificulta la identificacidn, estudio y clasificacién de las IDRs, se ha observado
que las IDRs estan enriquecidas en residuos de serina, prolina y arginina (lakoucheva,
2004; Basile et al, 2019; Hoermann & Koéhn, 2021). Precisamente, una caracteristica que
parece constante en las IDRs reconocidas por PP1 es la presencia de un residuo de
prolina en la posicion +1 del residuo a desfosforilar y una arginina en la posicién -3
(Hoermann & Kohn, 2021). Estos nuevos datos sobre las PP1 sugieren un insospechado
modelo de reconocimiento de sustrato: el primer paso seria la formacion del
holoenzima, lo que provoca el reconocimiento, mediado por la subunidad reguladora,
de la molécula a desfosforilar, seguido de un reconocimiento y seleccion del residuo a
desfosforilar, dentro de la regién IDR, por parte de la subunidad PP1c. Es importante
remarcar que la presencia de residuos de arginina en las posicién -3 del residuo a
desfosforilar, o de prolina en la +1, son rasgos caracteristicos de secuencias de
reconocimiento de algunas familias de quinasas como: PKA (R-R-X-S/T), Aurora quinasas
(R-R-X-S/T) o CDKs (S/T-P-X-K) (Pinna & Ruzzene, 1996; Kettenbach et al, 2011, 2012).

3.2.3. Las fosfatasas de tipo Z

Las proteinas fosfatasas de tipo Z (Ppz) guardan relacion estructural con las PP1,
pero a diferencia de estas, que son ubicuas, las Ppz estan restringidas a hongos. Las
primeras Ppzs descritas fueron las de S. cerevisiae, codificadas por dos genes paralogos
(PPZ1y PPZ2) (Posas et al, 1992; Lee et al, 1993a). A diferencia del gen GLC7, estos dos
genes no son esenciales, e incluso una doble mutacion ppz1A ppz2A es viable, por lo que
se dedujo que estas fosfatasas no deben realizar las mismas funciones que Glc7.
Posteriormente, se han identificado y caracterizado Ppzs en otros hongos, como Pzhl
en Schizosaccharomyces pombe (Balcells et al, 1997), Pzl1 en Neurospora crassa (Vissi
et al, 2001), CaPpz1 en Candida albicans (Adam et al, 2012), PpzA en Aspergillus nidulans
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(Leiter et al, 2012), UmPpz1 en Ustilago maydis (Zhang et al, 2019b) y CnPpz1 en
Cryptococcus neoformans (Zhang et al, 2019a).

Estructuralmente, las Ppz presentan dos regiones claramente diferenciadas: i) una
region aminoterminal, ampliamente desestructurada, con una gran variabilidad de
secuencia y extension entre los diferentes hongos y ii) un dominio catalitico
carboxiterminal muy conservado, que guarda identidad con las PP1c. En su extensién
aminoterminal, las Ppz conservan un residuo de glicina en la posicidn 2, dentro de una
secuencia consenso de N-miristoilacion. Esta miristoilacidon ha sido demostrada in vivo
para Ppzl (Clotet et al, 1996) y también se ha verificado la miristoilacién del octapéptido
inicial de Ppz por parte de la N-miristioil transferasa Nmtl (Johnson et al, 1994). Es
sabido que la miristoilacion de las proteinas define su localizacién celular, mediando su
interaccion con membranas o favoreciendo su estabilidad (Yonemoto et al, 1993).

En S. cerevisiae, Ppzl y Ppz2 tienen un tamafio de 692 y 710 residuos,
respectivamente. Estas dos proteinas comparten una identidad del 85,9% entre sus
dominios cataliticos y de un 32.2% entre sus extensiones aminoterminales (Posas et al,
1992; Hughes et al, 1993; Calafi et al, 2020a). Es destacable que el dominio N-terminal
de las Ppz de S. cerevisiae es rico (30% de abundancia) en residuos de serina, treonina 'y
asparagina. Cuando se compara los dominios cataliticos de las Ppz de S. cerevisiae con
Glc7, se obtiene que Ppzl presenta una identidad del 57.1% y Ppz2 del 60,4%. Ppz1 se
localiza mayoritariamente en la periferia celular o, en menor medida, asociada a
estructuras internas, siendo necesario para la localizacion periférica el residuo Gly-2
(Venturi et al, 2000; Lee et al, 2019; Albacar et al, 2022). Otro hecho remarcable, es que
las regiones aminoterminales de Ppz1 y Ppz2 conservan la secuencia SXRSxRxxS, en
forma de *3SSRSRRSLPS>? y 43SSRSLRSLRS>?, respectivamente. Esta secuencia consenso
se ha demostrado importante en la fosfatasa de D. hansenii para la regulacion de la
homeostasis catidnica (Minhas et al, 2012). La similitud de secuencia entre la regién
catalitica de Ppz1y la de las PP1c permitid identificar en Ppz1 residuos, como la Arg-451
(equivalente a la Arg-95 en PP1c), cuya mutacién (R451L) conduce a una fosfatasa
practicamente inactiva (Clotet et al, 1996). Asi como ocurre con PP1c, la produccion de
Ppz1 recombinante activa requiere la inclusién de Mn?* tanto en el medio de cultivo
como durante el proceso de purificacion.

3.3. Funciones celulares de Ppz1

Inicialmente Ppz1 fue identificada como una fosfatasa implicada en el
mantenimiento de la pared celular (Posas et al, 1993; Lee et al, 1993a). En S. cerevisiae
Ppzl tiene un papel importante en diversos procesos celulares tales como la regulacion
de la homeostasis catiénica (Posas et al, 1993, 1995; Yenush et al, 2002), la progresion
en el ciclo celular (Clotet et al, 1999; de Nadal et al, 2001), la traduccién de proteinas
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(Aksenova et al, 2007; de Nadal et al, 2001; Calafi et al, 2020b) y la homeostasis de
ubiquitinas (Lee et al, 2017).

3.3.1. Homeostasis cationica

El mantenimiento de la homeostasis es esencial para la supervivencia de las células.
En S. cerevisiae la concentracion de los principales cationes monovalentes (H*, Ky Na*),
esta fuertemente regulada (Serrano, 1996) y sus mecanismos de transporte estan bien
identificados y caracterizados (Arino et al, 2010; Merchan et al, 2011; Barreto et al,
2012; Cyert & Philpott, 2013; Kahm & Kschischo, 2016). El catién Na* puede entrar en la
célula a través de diversos sistemas de transporte de baja afinidad y su acumulacién
intracelular puede llegar a ser toxica. S. cerevisiae es capaz de mantener una baja
concentracion intracelular de Na*, incluso en presencia de altas concentraciones
extracelulares del catidn, gracias a la regulacion coordinada de los sistemas de entrada
y salida. Hay dos clases principales de transportadores que median el eflujo de este
catién: Nhal (antiportador Na*/H*) y la familia de ATPasas Ena (Yenush, 2016).

El antiportador Na*/H* Nhal es una proteina de membrana plasmatica de 958
residuos codificada por el gen NHA1. Este gen, cuya expresion es constitutiva (Bafiuelos
et al, 1998), fue identificado en un estudio donde se observd que su sobreexpresion
mejoraba el crecimiento de una cepa sensible a sal (Prior et al, 1996). En la proteina
Nhal se predicen doce dominios transmembrana, y una extensa regidn citosdlica de 550
residuos, que corresponde a su regidn carboxiterminal. Nhal también es capaz de
eliminar cationes K* con una afinidad similar a la que presenta por los cationes Na*. Las
ATPasas Ena se localizan en la membrana celular, y eliminan cationes K*, Na* y Li* del
interior celular en contra de gradiente, utilizando la energia generada por la hidrolisis
de ATP (Haro et al, 1991; Benito et al, 1997). La delecién de los genes de la familia ENA
provoca un aumento de la sensibilidad a sal y a pH alcalino (Haro et al, 1991; Rodriguez-
Navarro et al, 1994). El primer miembro de esta familia en ser identificado fue Enaly es
aceptado como el miembro funcionalmente mds relevante (Haro et al, 1991; Wieland et
al, 1995). La expresiéon de los genes ENA es muy baja en condiciones de cultivo normales,
pero la expresiéon de ENA1 se induce fuertemente cuando las levaduras se encuentran
en medios con altas concentraciones de Na* (y/o Li*) o pH alcalino (Garciadeblas et al,
1993; Mendoza et al, 1994), asi como en condiciones de baja glucosa (Alepuz et al,
1997). La regulacion transcripcional del gen ENA1 requiere la participacion de diversas
vias de sefializacion que, mediante multiples factores de transcripcion (Crzl, Skol, Migl
y Nrgl entre otros), activan o silencian su transcripcién (Ruiz & Arifio, 2007).

En S. cerevisiae las Ppz son importantes reguladores de la tolerancia salina,
limitando la expresion del gen ENA1 (Posas et al, 1995; Arifio, 2002; Ruiz et al, 2003).
Las cepas mutantes ppz1A presentan fenotipos hipertolerantes a cationes de Li* y Na¥,
debido a un aumento del eflujo de estos cationes, acompafiado por un aumento de la
expresion de ENA1 (Posas et al, 1995). Estas caracteristicas se ven exageradas por la
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delecién adicional del gen PPZ2, que por si sola no da lugar a fenotipos relevantes (Posas
et al, 1995; Ruiz et al, 2003). El mecanismo por el cual Ppz1 regula la expresién de ENA1
no esta completamente claro, pero parece que este efecto estd mediado por la via de la
PP2B o calcineurina (Ruiz et al, 2003).

Uno de los cationes que juega un papel relevante en diversos procesos, como
traduccién de proteinas, sintesis de piruvato y regulacién del ciclo celular, es el K* (Arino
et al, 2010; Rodriguez-Navarro & Benito, 2010; Cyert & Philpott, 2013). Mantener una
concentracion adecuada de este catidn es crucial para la supervivencia celular, ya que
el K* es determinante para el volumen y la turgencia celular, el potencial de membrana
y la fuerza idnica intracelular. El transporte de potasio involucra sistemas de alta y baja
afinidad (Rodriguez-Navarro & Ramos, 1984). El sistema de alta afinidad esta mediado
por los transportadores Trk1y Trk2 (Gaber et al, 1988; Ko et al, 1990; Ko & Gaber, 1991),
siendo Trk1 el mas relevante fisiolégicamente. La doble mutacién trk1A trk2A provoca
que las cepas no sean capaces de crecer en medios con concentraciones de K* normales,
siendo solventado este defecto de crecimiento con la adicién de potasio al medio (Ko et
al, 1990; Ko & Gaber, 1991; Gomez et al, 1996; Madrid et al, 1998; Mulet et al, 1999).

Los transportadores Trk se regulan mediante fosforilacion (Yenush, 2016). Estudios
previos han demostrado que las quinasas Hal4 y Hal5 son necesarias para estabilizar los
transportadores Trk en la membrana plasmatica, especialmente en condiciones de bajo
potasio (Mulet et al, 1999; Pérez-Valle et al, 2007), aunque no se ha demostrado la
fosforilacion directa de los transportadores por parte de estas quinasas. Las células
doble mutantes ppz1A ppz2A presentan una entrada masiva de potasio, lo que provoca
una pérdida del potencial de membrana y una alcalinizacién del citosol (Yenush et al,
2002). Posteriormente, se describid que la fosfatasa Ppz1 interacciona fisicamente con
el transportador Trk1, y que el nivel de fosforilacidon de este transportador aumenta en
una cepa mutante ppz1A ppz2A (Yenush et al, 2005). Aunque la desfosforilacion directa
de los transportadores Trk por Ppz1 no ha sido descrita todavia, todo indica que las
fosfatasas Ppz, especialmente Ppzl, estan implicadas en la regulacién negativa de los
transportadores Trk, jugando un papel importante en el mantenimiento de la
concentracion intracelular de potasio.

Como se ha mencionado al comienzo del apartado 3.3., Ppzl fue asociada
originalmente con el mantenimiento de la pared celular en S. cerevisiae (Posas et al,
1993). Ademas, el gen PPZ2 se identific6 como un supresor dependiente de dosis del
fenotipo litico caracteristico de las cepas mutantes mpk1/sit2A (Lee et al, 1993a). La
pared celular en S. cerevisiae es fundamental para el mantenimiento de la forma celular
y actia como proteccidén contra agentes fisicos o quimicos externos (Klis et al, 2006).
Esta estructura es vital para la supervivencia de la levadura y su mantenimiento esta
estrictamente controlado por la via de la integridad de la pared celular (CWI). La via CWI
se activa en respuesta a estrés de pared causado por agentes quimicos como rojo Congo,
blanco de calcoflior y cafeina, enzimas como la zimoliasa, o por condiciones
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ambientales adversas como un choque térmico, un choque osmético y pH alcalino
(Levin, 2005). Las proteinas de membrana Wscl y Mid2, actian como sensores de la via,
activando la GTPasa Rhol. Rhol transduce la sefial interaccionando con la proteina
quinasa C (Pkcl) y activandola. La Pkcl provoca entonces la activacién de la via de las
proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK, por sus siglas en inglés), que
consiste en una cascada de fosforilaciones mediadas por diversas proteinas quinasas
(Bck1, Mkk1, Mkk2 y SIt2) (Levin, 2011). La activacién de Slt2 provoca la fosforilacion de
multitud de proteinas diana tanto nucleares, como el factor de transcripcidon RIm1, como
citosdlicas, activdndose la transcripcién de genes para responder al dafo de la pared
celular (Levin, 2005). El mutante s/t2A presenta un fenotipo litico en condiciones de
temperaturas altas (37 °C) que es compensado por la sobreexpresion moderada de
Ppzl. Adicionalmente, las cepas s/t2A mutantes presentan sensibilidad a cafeina o
blanco de calcoflior, siendo contrarrestado estos fenotipos liticos con la adicién al
medio de sorbitol a concentracion 1 M como estabilizador osmético (Lee et al, 1993b).

Un defecto litico similar al caracteristico en cepas con mutaciones en la via CWI ha
sido observado en mutantes ppz1A ppz2A. Este defecto litico, al igual que en las cepas
mutantes s/t24, se suprime mediante la adicién al medio de sorbitol a 1 M (Hughes et
al, 1993; Posas et al, 1993). La relacién entre la via CWI y los efectos causados por la
mutacion de los genes PPZ puede ser explicada por la desregulacion de la captacién de
K* en las células mutantes ppz. El aumento de turgencia celular causado por una mayor
entrada de potasio al interior de la célula provocaria una mayor presién sobre la pared
celular, que activaria la via CWI. Esta hipdtesis se ve respaldada por datos
experimentales que mostraron que un doble mutante ppzlA ppz2A presentaba una
mayor expresion del gen SLT2 y una mayor cantidad de la proteina hiperfosforilada, lo
que se ha correlacionado con una mayor actividad quinasa de Slt2 (Yenush et al, 2002;
Merchan et al, 2004).

3.3.2. Otras funciones de Ppz1

La sobreexpresion de Ppzl provoca el bloqueo del crecimiento celular, con una
parada en la transicion G1/S, un retraso en la expresion de los genes CLN2 y CLB5 y un
incremento en la proporcidon de células sin gemar (Clotet et al, 1999). El defecto de
crecimiento derivado del exceso de Ppzl esta exacerbado en células con un bajo nivel
de ciclinas de la fase Gi. Asi, la mutacion del gen PPZ1 rescata el fenotipo sintético letal
de la mutacion sit4A cIn34, que afecta a dos genes importantes en la transicion de fase
G1/S (Clotet et al, 1999). Ademas, células mutantes ppzI1A presentan una expresion
temprana de los genes CLN2 y CLB5, causando una entrada prematura en la fase S. Por
lo tanto, Ppz1 juega un papel importante en la transicién G1/S.

23



INTRODUCCION

Otro de los procesos celulares en los que esta implicada Ppz1l es la traduccion de
proteinas. Se ha descrito la interaccion in vivo de Ppz1 con el factor de traduccion EF1Ba
(Tef5) (de Nadal et al, 2001), el cual es un factor de intercambio de GDP por GTP del
factor de elongacién 1. Asimismo, el residuo conservado Ser86 de Tef5 esta
hiperforilado en una cepa doble mutante ppz1A ppz2A. Se ha demostrado ademds en
este mutante una mayor tendencia de los ribosomas a ignorar los codones stop
(readthrough), traduciendo regiones del mRNA que no deben ser traducidas. Estos
hechos sugieren que la fidelidad de la traduccidn podria estar afectada en ausencia de
Ppz1 (de Nadal et al, 2001). Posteriormente, esta idea ha sido reforzada por el trabajo
de Aksenova y colaboradores que probaron que Ppz1 esta implicada en la fidelidad de
traduccién, afectando la eficiencia de readthrough y la manifestacién del determinante
antisupresor no Mendeliano [ISP*] (Aksenova et al, 2007). Adicionalmente, nuestro
laboratorio ha demostrado que Ppz1 esta unido a ribosomas en proceso de traduccién,
y que puede copurificarse con diversas proteinas ribosomales y factores de traduccién
(Calafi et al, 2020b).

En los dltimos afos, se ha descrito que las fosfatasas Ppz estan implicadas en la
homeostasis de ubiquitinas, ya que un doble mutante ppz1A ppz2A presenta una caida
en los niveles de ubiquitina debido, en parte, a un aumento de su fosforilaciéon en el
residuo Ser-57 (Lee et al, 2017). Dos afios después, el mismo grupo describié que Ppzl
regula la endocitosis del transportador de metionina Mupl (Lee et al, 2019). La
presencia de metionina en el medio desencadena la endocitosis de Mup1 mediada por
Artl, una proteina adaptadora de la ubiquitina-ligasa Rsp5. Ppz1 desfosforila Artl
promoviendo el reconocimiento y la unién de Art1y Mup1. Aungque Ppz1 no es necesaria
para la translocacion de Artl, si es esencial para la interaccién de estas dos proteinas.

3.4. Subunidades reguladoras de Ppz1: Hal3 y Vhs3

En S. cerevisiae han sido descritas mas de 30 subunidades reguladoras de la
proteina Glc7 (Cannon, 2010; Offley & Schmidt, 2019). Sin embargo, sélo se han
identificado dos para las fosfatasas Ppz: Hal3 y Vhs3, y ambas son subunidades
reguladoras negativas (de Nadal et al, 1998; Ruiz et al, 2004).

La proteina Hal3 fue identificada en dos laboratorios de manera independiente en
1995: por un lado, como un supresor multicopia del defecto del crecimiento en una cepa
mutante sit4A, que denominaron S/S2 (di Como et al, 1995) y, por otro lado, Ferrando y
colaboradores describieron que una cepa silvestre que sobreexpresaba el gen HAL3
presentaba un fenotipo de hipertolerancia a sodio (Ferrando et al, 1995). El gen HAL3
se expresa constitutivamente y codifica una proteina de 562 residuos, de localizaciéon
citosodlica (Ferrando et al, 1995). Hal3 posee tres regiones diferenciadas: i) una extensién
N-terminal, de unos 250 residuos, la cual estd desestructurada, ii) un dominio
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denominado PD, comprendido entre los residuos 250-482 aproximadamente vy iii) una
cola C-terminal (CtD), de 80 residuos, caracterizada por un elevado nimero de residuos
acidos (especialmente de acido aspartico) (Abrie et al, 2012).

Ferrando y sus colaboradores demostraron que la sobreexpresién del gen HAL3
provoca una mayor expresion del gen ENA1 (Ferrando et al, 1995). Esta mayor expresion
explicaria, por lo menos en parte, el fenotipo de hipertolerancia a sodio y litio derivado
de la sobreexpresién de este gen (Ferrando et al, 1995; de Nadal et al, 1998; Ruiz et al,
2003). Asimismo, la captacién de K*, via regulacién de los transportadores Trk, se ve
incrementada en una cepa silvestre que sobreexpresa el gen HAL3 (Ferrando et al, 1995;
Yenush et al, 2002). Ademas, la sobreexpresion del gen provoca un fenotipo litico en
células mutantes s/t24, que carecen de la MAPK de la via de la CWI, y este fenotipo
puede ser revertido con la adicion de un estabilizador osmdtico al medio de cultivo (de
Nadal et al, 1998). La observacién de que multiples fenotipos causados por la
sobreexpresion de HAL3 resultaban muy similares a los observados en cepas mutantes
ppz1Avy, por el contrario, fenotipos derivados de la delecidn del gen HAL3 eran opuestos
a los causados por la delecidon del gen PPZ1, sugirieron que Hal3 podria ser un regulador
negativo de Ppz1.

El papel regulador de Hal3 sobre Ppzl fue confirmado cuando se demostré su
capacidad para interaccionar e inhibir Ppz1 (de Nadal et al, 1998), verificandose que
Hal3 interacciona con el dominio catalitico de esta fosfatasa. La proteina Hal3 no
presenta similitud con las subunidades reguladoras de Glc7 identificadas, y no es capaz
de inhibir esta fosfatasa (de Nadal et al, 1998; Garcia-Gimeno et al, 2003), aunque posee
una secuencia parecida al motivo RVxF (293KLHVLF?%8), presente en la mayoria de las
subunidades reguladoras de Glc7 (Bollen et al, 2010). Nuestro laboratorio demostré que
las mutaciones H265G o F268A no afectaban a la capacidad de interacciéon de Hal3 con
Ppz1 (Mufiioz et al, 2004), sugiriendo que este mecanismo de interaccion es diferente al
de Glc7 con sus subunidades reguladoras. En el trabajo de Munoz y colaboradores
también se identificaron dos residuos de Hal3, Glu420 y Val462, cuya mutacion
independiente generaba versiones incapaces de inhibir a Ppz1, pero que mantenian la
capacidad de interaccién (Mufioz et al, 2004). Por lo tanto, el proceso de inhibicién de
Ppzl por parte de Hal3 debe emplear elementos estructurales diferentes a los
requeridos para la interaccion entre ambas proteinas.

S. cerevisiae posee una segunda proteina estructuralmente relacionada con Hal3,
denominada Vhs3 (Ruiz et al, 2004). El gen VHS3 fue identificado como un supresor
multicopia de la letalidad de una cepa doble mutante sit4A hal3A (Muioz et al, 2003) y
codifica una proteina de 674 residuos que presenta una identidad del 49% con Hal3.
Vhs3 posee, al igual que Hal3, tres regiones diferenciadas: un extremo N-terminal
desestructurado, un dominio PD y una cola acida (CtD). Su sobreexpresién provoca
fenotipos similares a los de la sobreexpresion de Hal3 (Ruiz et al, 2004): es capaz de
rescatar del bloqueo en la transicion de la fase G1/S en una cepa mutante sit44, agrava
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el fenotipo litico de una cepa mutante s/t24, aumenta la tolerancia a sal en una cepa
silvestre e incrementa la expresion del gen ENA1 (aunque estos efectos son menos
notorios que en la sobreexpresion de HAL3). Se ha demostrado in vitro la capacidad de
Vhs3 de interaccionar con Ppzl y, mas concretamente, con su dominio catalitico (Ppz1-
Cier) y esta proteina es capaz de inhibir in vitro la actividad de Ppz1 con una eficiencia
similar a Hal3. En consecuencia, Vhs3 se considera también un regulador negativo de
Ppz1 (Ruiz et al, 2004). Sin embargo, la mutacion del gen VHS3 no disminuye la
tolerancia a sal, por lo que se considera que, in vivo, su papel sobre Ppz1 debe ser menos
relevante que el de Hal3. Esta menor relevancia puede ser explicada por unos menores
niveles de mRNA y por lo tanto una inferior cantidad de proteina en comparacién con
Hal3 (Ruiz et al, 2004; Ho et al, 2018). Sorprendentemente, la doble mutacién de los
genes HAL3 y VHS3 resulté ser sintética letal, y este fenotipo no pudo ser rescatado
incluso afiadiendo la doble mutacion ppzIlA ppz2A. Estos datos, sugirieron que las
proteinas Hal3 y/o Vhs3 debian tener alguna otra funcién vital, independiente de la
regulacion de Ppzl (Ruiz et al, 2004).

S. cerevisiae posee una tercera proteina relacionada estructuralmente con Hal3 y
Vhs3, denominada Cab3. El gen CAB3 es esencial (Giaever et al, 2002) y codifica una
proteina de 571 residuos, que presenta una identidad del 28% con Hal3. La proteina
Cab3 presenta las mismas regiones diferenciadas que Hal3 y Vhs3 (N-terminal
desestructurado, dominio PD y cola acida). Sin embargo, no tiene capacidad inhibitoria
sobre Ppz1 (Ruiz et al, 2009).

A diferencia de las fosfatasas tipo Z, que son exclusivas de hongos, proteinas con
marcadas similitudes a sus inhibidores Hal3 y Vhs3 se encuentran de manera ubicua en
eucariotas (tanto en hongos, como en plantas y animales) e incluso en procariotas. Esta
similitud estd, en general, restringida al dominio PD. La ubicuidad de estas proteinas
sugirio que debian tener un papel importante en algin proceso clave para la
supervivencia celular, necesariamente desligado de su papel como reguladores de las
fosfatasas Ppz.

La planta Arabidopsis thaliana codifica dos proteinas, AtHal3a y AtHal3b, con
notable similitud (52% en el caso de AtHal3a) con el dominio PD de Hal3 en S. cerevisiae
(a partir de ahora, ScHal3) (Figura 3). Estudios realizados por Espinosa-Ruiz y
colaboradores confirmaron que la sobreexpresién de AtHal3a complementaba
ligeramente la sensibilidad a sal en células de S. cerevisiae mutantes schal3A (Espinosa-
Ruiz et al, 1999). Este fenotipo indicd que habia funciones conservadas entre AtHal3ay
ScHal3. Posteriormente, la resolucién de la estructura tridimensional mediante
difraccion de rayos-X, demostré que AtHal3 era una flavoproteina, cuya unidad
funcional era un trimero (Albert et al, 2000). Poco después se demostrd que AtHal3
podia catalizar in vivo la descarboxilacién de la fosfopantoteonilcisteina (PPC) a
fosfopanteteina (PP), una reaccion de la via de sintesis del coenzima A (CoA) (Kupke et
al, 2001) y que, por lo tanto, AtHal3 era una fosfopantoteonilcisteina descarboxilasa
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(PPCDC). Adicionalmente, estos autores identificaron tres residuos esenciales
implicados en el centro activo: His-90, Asn-142 y Cys-175. Estos residuos son aportados
por mondmeros opuestos, por lo que este enzima tiene tres centros activos idénticos.

Cola
N-terminal | Acida
AtHal3 ' ] o
S H |3 H90 N142 c175
cha
- I ]
H378
Vb3 9
(674 aa) | Wi -
H459
Cab3 ] 9
(571 aa) I 4|2A' I -
H391 N443 c478

Figura 3. Esquema de la estructura de AtHal3, ScHal3, Vhs3 y Cab3. Se indican los porcentajes de
identidad del dominio PD de las diferentes proteinas con el dominio PD de ScHal3. Los residuos
identificados en el centro activo del enzima de A. thaliana y requeridos para llevar a cabo la
descarboxilacién de la fosfopantoteonilcisteina (PPC) a fosfopanteteina (PP), aparecen sefialados debajo
del esquema de AtHal3. Bajo cada esquema se indican los residuos conservados del centro activo de
AtHal3 en las diferentes proteinas de S. cerevisiae.
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3.5. Hal3 y Vhs3 como proteinas moonlighting

El CoA es un cofactor comin en muchas reacciones enzimaticas. Se sintetiza
mediante cinco pasos que se inician con la fosforilacion del pantotenato, a la que le sigue
la adicién de una cisteina para formar la 4’-fosfopantoteonilcisteina. Es en la tercera
reaccién de esta ruta donde intervine el enzima PPCDC (Strauss et al, 2001; Ye et al,
2005), que cataliza la descarboxilacion de la 4’-fosfopantoteonilcisteina (PPC) a 4’-
fosfopanteteina (PP) (Kupke et al, 2001; Hernandez-Acosta et al, 2002; Steinbacher et
al, 2003). Esta reaccion consta de dos etapas que son, tomando como ejemplo AtHal3a:
i) con la intervencion del residuo de histidina 90, el PPC se oxida formando una molécula
intermediaria de tioaldehido, la cual espontdneamente se descarboxila generando el
intermedio  4’-fosfopantotenoil-aminoetenotiol; i) el 4-fosfopantotenoil-
aminoetenotiol se reduce a PP y el cofactor FMN se oxida, siendo crucial el residuo de
cisteina 175 en este paso (Hernandez-Acosta et al, 2002).

La mayoria de los enzimas PPCDC caracterizados en bacteria y organismos
eucariotas, como en humanos o plantas, estan codificados por un solo gen (Kupke, 2001;
Hernandez-Acosta et al, 2002; Daugherty et al, 2002; Steinbacher et al, 2003). Como
hemos comentado, el enzima PPCDC se forma por la trimerizacion de tres subunidades
idénticas, de manera que se crean tres centros activos, cada uno de ellos formado por
la interfaz de dos mondmeros. Uno de los monémeros aporta la His, mientras el otro
provee la Cys requerida para la reaccién, asi como la Asn conservada (Asn142 en
AtHal3a), necesaria para la interaccién con la cisteina del sustrato.

Aunque el grado de identidad entre el dominio PD de las tres proteinas de S.
cerevisiae con AtHal3 es bastante parecido, la presencia de los tres residuos cataliticos
solo se da en Cab3, lo que sugirié que esta ultima proteina podria ser una buena
candidata para cumplir la funcién PPCDC, no caracterizada aun en esta levadura. No
obstante, nuestro laboratorio demostré que Cab3, por si sola, no forma un enzima
PPCDC, y que, en S. cerevisiae, el enzima PPCDC esta constituida por un heterotrimero,
compuesto siempre por una subunidad Cab3 combinada con dos subunidades ScHal3,
dos Vhs3 o una de cada (Ruiz et al, 2009). En el heterotrimero, Cab3 aporta el residuo
de cisteina (Cys-478) y el de asparagina (Asn-443), mientras que el residuo de histidina
necesario para la catalisis proviene de ScHal3 o Vhs3 (His-378 o His-459
respectivamente). Aunque, aparentemente Cab3 presenta el residuo de histidina (His-
391), este residuo no es funcional (Ruiz et al, 2009), lo que impide la formacién de un
homotrimero Cab3 cataliticamente activo. Esta andmala estructura, donde el enzima
solo posee un Unico centro activo funcional (Figura 4), explica la naturaleza esencial del
gen CAB3 vy el fenotipo sintético letal del doble mutante ha/3A vhs3A. En conclusion,
ScHal3 y Vhs3 realizan dos funciones no relacionadas; i) regular la actividad de la
fosfatasa Ppz1y ii) junto con Cab3, formar el enzima PPCDC, por lo que ScHal3 y Vhs3 se
pueden definir como proteinas moonlighting.
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Figura 4. Esquema de los enzimas PPCDC de A. thaliana y S. cerevisiae. Panel izquierdo: Esquema del
enzima homotrimérico de A. thaliana (AtHal3a), donde se muestran los residuos conservados implicados
en los tres centros activos (His-90 y Cys-175). Panel derecho: Modelo propuesto del enzima
heterotrimérico de S. cerevisiae compuesto por las tres subunidades Cab3, ScHal3 y Vhs3, en el que se
muestran los residuos conservados de histidina (His-378 en ScHal3, His-459 en Vhs3 e His-391 en Cab3) y
de cisteina (Cys-478) de Cab3. Encuadrados con lineas punteadas los tres centros activos del enzima
PPCDC de A. thaliana y el Gnico centro activo del enzima PPCDC de S. cerevisiae. Imagen tomada de (Ruiz
et al, 2009).

Una proteina moonlighting es aquella que tiene diversos roles no relacionados que:
i) no son producto de la fusidon de genes, ii) no son debidos a variantes de splicing del
mRNA oiii) a multiples fragmentos proteoliticos (Jeffery, 2003, 2009; Tompa et al, 2005).
Se han descrito proteinas moonlighting en multiples especies, desde procariotas a
animales (Huberts & van der Klei, 2010). En levadura se han identificado varias proteinas
moonlighting (Gancedo & Flores, 2008; Huberts & van der Klei, 2010; Gancedo et al,
2016). Se cree que la presencia de estas proteinas es ventajosa para las células o los
organismos, permitiendo la expansion de funciones sin ampliar el genoma (Jeffery,

1999, 2009).

Cabe resaltar que, en la mayoria de los organismos, incluyendo algunas levaduras
y hongos, las PPCDCs (<300 residuos) presentan un core similar al dominio PD en ScHal3
de S. cerevisiae, pero carecen de la extensién N-terminal y la cola dcida C-terminal. Hace
10 afios se publicd un mapeo funcional preliminar en el que se caracterizaron las tres
regiones diferenciadas de ScHal3, tanto en su funcidn como regulador negativo de Ppz1
como en su papel en la formacién de la PPCDC (Abrie et al, 2012). El dominio conservado
PD es, l6gicamente, necesario para la actividad PPCDC. Por el contrario, ni la extensién
N-terminal ni la cola dcida son necesarias para esta funcidn, aunque, la estabilidad de
las interacciones entre ScHal3 y Cab3 parece favorecida por la presencia de la regién N-
terminal de ScHal3. En cuanto a la capacidad reguladora negativa sobre Ppzl, este
estudio mostré que el dominio PD de ScHal3 es necesario para la interaccién con la
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fosfatasa, pero no es suficiente para inhibirla. La extension N-terminal, por si sola, no es
capaz de interaccionar con Ppzl, pero contribuye a la regulacién de la fosfatasa,
mientras que la cola 4cida (CtD) es necesaria para la inhibicién (Mufioz et al, 2004)
(Figura 5).

Necesario para la interaccién e
No interacciona pero contribuye inhibicién pero no es suficiente
a la funcién para una funcién completa Contribuye a la funcion

; ; ﬂ Regulacién de
Ppzl

o vemw e -

Actividad

Importante en la estabilizacién Minimo imprescindible para la No implicado en la
de las interacciones entre funcidn, tanto in vitro como in actividad nien la
ScHal3 y Cab3 vivo formacion del enzima
PPCDC

Figura 5. Esquema de la funcionalidad de las regiones de ScHal3. La parte superior de la figura indica la
funcionalidad de las regiones respecto a la regulaciéon de Ppz1. La parte inferior hace referencia a la
funcionalidad respecto a la formacién de la actividad PPCDC. Figura modificada de (Abrie et al, 2012).

3.6. Enzimas PPCDC vy el sistema Ppz1-Hal3 en hongos

Diversas investigaciones han mostrado que, en animales y plantas, las proteinas
PPCDC son estructuralmente similares a las de A. thaliana. Sin embargo, el estudio de
diversos genomas de hongos en busca de genes que pudieran codificar las proteinas
encargadas de formar los enzimas PPCDC ha ofrecido una interesante variedad de
posibilidades. Se presentan tres escenarios posibles (Ruiz et al, 2009). En el primero, que
corresponderia al conjunto de organismos que sufrieron una duplicacion gendmica
ancestral se encuentran, al igual que en S. cerevisiae, tres posibles genes que
codificarian homologos de Cab3, ScHal3 y Vhs3. En la segunda situacidn se identifican
solo dos proteinas: una similar a Cab3, que conserva los residuos de cisteina y de
asparagina; y otra similar a ScHal3/Vhs3, que mantiene el residuo de histidina. Un
ejemplo de este segundo grupo seria Candida albicans, cuyos genes CaCab3 y CaHal3
han sido identificados y caracterizados (Petrényi et al, 2016), mostrando que estas dos
proteinas conservan los residuos clave del centro catalitico (una His en CaHal3 y la Cysy
Asn en CaCab3) y forman un enzima PPCDC funcional. Por ultimo, organismos que
presentan un Unico posible gen que codifique una proteina con actividad PPCDC. Este es
el caso, por ejemplo, de Schizosaccharomyces pombe, en el que nuestro laboratorio
demostré que la proteina SpHal3, que contiene todos los determinantes para poseer
actividad PPCDC, es capaz de formar un enzima PPCDC funcional (Molero et al, 2013).
Este caso es particularmente notable ya que el gen SpHAL3 codifica una proteina en la
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que la regién PPCDC se localiza en su mitad amino terminal, correspondiendo su mitad
C-terminal al enzima timidilato sintasa.

Mientras que todas las flavoproteinas fungicas estructuralmente relacionadas con
ScHal3 conservan una alta identidad en el dominio PD, no todas ellas mantienen las
extensiones N- y C-terminales y, en caso de existir, pueden diferir en gran medida en
secuencia y extension, denotando posiblemente que no son regiones esenciales para la
sintesis del CoA (Abrie et al, 2012). Es razonable especular que estas extensiones podrian
estar relacionadas con la capacidad para inhibir a las fosfatasas Ppz. De hecho, nuestro
grupo demostré que la proteina de S. pombe (SpHal3), que no posee la extensidon N-
terminal y exhibe una minima regidén acida, no es capaz de inhibir ni ScPpz1 ni a la propia
fosfatasa tipo Z de S. pombe. Una situacidn similar se observé para el enzima de C.
neoformans (CnHal3), que presenta una extensién N-terminal muy corta y una cola C-
terminal que no es rica en residuos acidos (Molero et al, 2013; Zhang et al, 2019a). La
incapacidad de inhibir tanto su propia fosfatasa de tipo Z como la de S. cerevisiae
también se ha observado en la flavoproteina de U. maydis (UmHal3), la cual presenta
una extensiéon N-terminal muy extensa, pero con una similitud residual a la regién N-
terminal de ScHal3, y carece de cola acida (Zhang et al, 2019b). Hay que remarcar que
laincapacidad de las proteinas homologas a ScHal3 descritas anteriormente para regular
sus correspondientes fosfatasas tipo Z o a las ScPpz, no puede atribuirse a diferencias
estructurales entre las fosfatasas, dado que se ha demostrado que ScHal3 es capaz de
inhibir potentemente a todas ellas (Molero et al, 2013; Petrényi et al, 2016; Zhang et al,
2019a, 2019b).

Un caso curioso es el del hongo C. albicans. Como hemos comentado, su genoma
codifica dos proteinas similares a ScHal3: CaCab3 y CaHal3. Estas dos proteinas
presentan las tres regiones caracteristicas de ScHal3: N-terminal desestructurado,
dominio PD y cola acida. Desde el punto de vista de la funcién PPCDC, CaCab3 es el
homodlogo de ScCab3 y CaHal3 lo es de ScHal3. Se demostrd, ademas, que CaCab3 vy
CaHal3 son capaces de unirse y de inhibir, in vitro, a su fosfatasa tipo Z (CaPpz1). Pero a
diferencia de las proteinas de S. cerevisiae, cuando estas flavoproteinas se
sobreexpresaron en S. cerevisiage, solamente CaCab3 era capaz de mimetizar
(parcialmente) los fenotipos derivados de la sobreexpresion de ScHal3 tanto en una cepa
silvestre como en un mutante hal3A (Petrényi et al, 2016). Estos resultados permitieron
proponer que, en C. albicans, la capacidad de actuar como proteina moonlighting
corresponde a CaCab3 y no a CaHal3.
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3.6.1. El papel de las regiones N- y C-terminales de Hal3 en la
regulacion de Ppz1

Los datos acumulados apuntan a que las regiones N-terminal y C-terminal de ScHal3
son necesarias para la regulacion de Ppzl. El papel funcional de la caracteristica cola
acida de ScHal3 fue reconocido desde los primeros estudios (di Como et al, 1995;
Ferrando et al, 1995), y confirmado mas tarde en cuanto necesario para una correcta
funcién reguladora de Ppz1 (Abrie et al, 2012). Este papel fue reforzado por estudios
mas recientes en nuestro laboratorio (Zhang et al, 2019a) al demostrar que una versién
hibrida de CnHal3, donde se sustituyd su cola C-terminal (sin cardcter acido) por la cola
acida de ScHal3, era capaz de recuperar parcialmente el fenotipo hipertolerante a Li*,
indicativo de que la molécula hibrida podia inhibir ScPpz1.

Tanto la region N-terminal de ScHal3 como la cola acida C-terminal son unas
regiones que se predicen desestructuradas. Como se explicé en el apartado 3.2.2.2. las
IDRs presentan una gran flexibilidad. Esta caracteristica les permite adoptar diversas
conformaciones y, potencialmente, interaccionar con un amplio abanico de proteinas,
jugando asi un papel central en la sefializacién celular (lakoucheva et al, 2002; Liu et al,
2006; Galea et al, 2008). La extensién N-terminal de ScHal3, aunque incapaz de
interaccionar por si sola con la fosfatasa, es necesaria para la inhibicidon de Ppz1 (Abrie
et al, 2012). Es destacable que el estado de fosforilacion de las IDRs juega un importante
papel en la modulaciéon de la conformacidon de la estructura e interacciones de las
mismas (Wright & Dyson, 2015). En este sentido, casi la cuarta parte de los residuos de
esta region son potencialmente fosforilables (Ser, Thr y Tyr) y algunos de ellos se han
descrito como fosforilados in vivo en diversos estudios (Albuquerque et al, 2008; Holt et
al, 2009; Swaney et al, 2013; Guerreiro et al, 2017; Lanz et al, 2021). Podria especularse,
por tanto, que diversas vias de sefalizacién podrian modificar los patrones de
fosforilacion de esta regién, modulando quizas la interaccién Ppz1-ScHal3, y confiriendo
asi a laregion N-terminal de Hal3 un papel en la regulacidn de la fosfatasa. Esta hipdtesis
justificaria por qué proteinas similares a ScHal3 sin extension N-terminal (o muy
divergente) no son capaces de inhibir las fosfatasas tipo Z (véase apartado 3.6).

3.7. La toxicidad derivada de la sobreexpresion de Ppz1

La sobreexpresiéon de Ppz1, al igual que la de Glc7, es deletérea para la célula (Liu
et al, 1992; Black et al, 1995; Clotet et al, 1996; de Nadal et al, 1998), razén por la cual
su actividad debe estar finamente regulada. La expresidn del gen PPZ1 bajo su propio
promotor a partir de un vector episomal provoca un fenotipo de crecimiento lento.
Cuando esta sobreexpresion se realiza bajo el control de un promotor fuerte como
GAL1-10, el efecto deletéreo se exacerba, ocasionando una parada total del crecimiento.
La sobreexpresion del dominio catalitico (Ppz1-Cir) acarrea un fenotipo similar. Sin
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embargo, cuando se sobreexpresa la regién N-terminal no se observa ningun efecto
negativo (Clotet et al, 1996). La parada de crecimiento originada por la sobreexpresion
de Ppz1 es contrarrestada por la sobreexpresion de ScHal3 (de Nadal et al, 1998). En un
estudio realizado por Makanae y colaboradores, donde se analizé el maximo nimero de
copias de un gen bajo su propio promotor que toleraba la célula, se identificé PPZ1 como
uno de los genes con menor indice de tolerancia (Makanae et al, 2013).

Al menos dos eran las hipdtesis que podrian explicar la toxicidad causada por la
sobreexpresion de Ppzl. La primera hacia referencia a que el exceso de actividad Ppz1
podria desregular una o mas vias de sefalizacién imprescindibles para el correcto
funcionamiento de la célula. Otra posible hipdtesis era que la acumulaciéon de Ppz1
secuestrara a sus subunidades reguladoras ScHal3 y Vhs3 originando, por tanto, un
defecto en la via de la sintesis de CoA. Diversas son las evidencias que apoyan la primera
de las hipdtesis. Por un lado, nuestro laboratorio demostré recientemente que la
sobreexpresion de una versién mutada de Ppz1 (R451L), que resultaba cataliticamente
inactiva, no ocasioné defectos en el crecimiento (Calafi et al, 2020b), sugiriendo que la
toxicidad de Ppz1 es debida a su actividad fosfatasa. Hay que remarcar que la mutacion
(R451L) no afecta a la capacidad de interaccidon de ScHal3 con Ppzl (de Nadal et al,
1998). Ademas, el defecto de crecimiento causado por la sobreexpresion de Ppz1 no se
atenuaba por la sobreexpresién de la PPCDC humana (Calafi et al, 2020b), la cual forma
un enzima PPCDC funcional cuando se expresa en S. cerevisiae (Ruiz et al, 2009). Todos
estos resultados implican a la actividad fosfatasa de Ppzl y no a que el exceso de la
proteina secuestre a sus subunidades reguladoras, imposibilitando asi la sintesis de CoA.

La sobreexpresion de Ppzl provoca una profunda alteracidn en muchos
mecanismos celulares, incluyendo la desregulacién de la homeostasis de potasio y de
pH, estrés oxidativo, interrupcion de la sintesis de proteinas o falta de adaptacién a la
fuente de carbono (Calafi et al, 2020b; Veldzquez et al, 2020; Albacar et al, 2021). Estas
alteraciones derivan, o se ven reflejadas, en cambios en el fosfoproteoma, que afectan
a componentes clave de la sefalizacion celular como las quinasas Hogl y Snfl,
provocando, posiblemente, una amplificacién de los efectos toéxicos de la
sobreexpresiéon de Ppz1. Por consiguiente, la toxicidad de la sobreexpresion de Ppz1 no
parece ser debida a la desregulacién de una via concreta si no que, presumiblemente,
sea multifactorial, afectando a multiples procesos celulares (Casamayor & Arifio, 2022).

Sean cuales sean las causas de la toxicidad de Ppz1 en sobreexpresion, es evidente
gue esta es neutralizada por la sobreexpresion de Hal3 (de Nadal et al, 1998; Calafi et
al, 2020b; Albacar et al, 2022). Evidencias recientes parecen indicar que, en estas
circunstancias, el papel de Hal3 no se limita a su funcién como inhibidor de Ppz1. Asi,
Albacar y colaboradores han mostrado que la capacidad de ScHal3 de eliminar la
toxicidad de la sobreexpresion de Ppz1 requiere la relocalizacidén subcelular de Ppz1 en
membranas internas, principalmente vacuolares, donde se encuentra acompafiada por
Hal3 (Albacar et al, 2022). Debido a que la mayoria de los sustratos conocidos de Ppz1,
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como Trk1/Trk2 y Nhal, estan localizados en la membrana plasmatica, se podria
suponer que la mera eliminacion de Ppzl de la membrana plasmatica deberia ser
suficiente para contrarrestar la toxicidad derivada de su sobreexpresidn. Sin embargo,
la expresién de la versidn de Ppz1 que presenta el cambio de la Gly-2 (requerida para la
miristoilacidon de Ppz1) por Ala, cuya localizacidn es totalmente citosdlica, sigue siendo,
aunque en menor medida, téxica para la célula (Calafi et al, 2020a). Este hecho sugiere
gue debe de haber sustratos citosélicos implicados en la toxicidad de Ppz1. No se puede
descartar que entre los potenciales sustratos citosdlicos podrian encontrarse quinasas
cuyo estado de fosforilacidn, y seguramente su estado de activacién, esta alterado tras
la sobreexpresion de Ppzl (Veldzquez et al, 2020). Por lo tanto, el secuestro de Ppz1 en
membranas internas permitiria también evitar la exposicién de sustratos citosdlicos al
exceso de actividad fosfatasa. Por otro lado, como hemos comentado anteriormente, la
sobreexpresién de una version cataliticamente inactiva de Ppz1 (R451L), que no provoca
alteraciones significativas sobre el crecimiento de las levaduras (Calafi et al, 2020b), no
se internaliza cuando se sobreexpresa con ScHal3 (Albacar et al, 2022). Todos estos
datos, junto con que no se ha descrito la presencia de Ppz1 en membranas vacuolares
en condiciones de crecimiento estandar (Wiederhold et al/, 2010), sugieren que el
mecanismo de internalizacidon de Ppz1 no una estrategia encaminada a la regulacién de
Ppzl en condiciones normales, sino un sistema de emergencia que se dispara ante la
presencia de un exceso anormal de actividad Ppzl y que persigue neutralizar este
peligroso exceso (Albacar et al, 2022).
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MATERIALES Y METODOS

4.1. Cepas de levadura y medios de cultivo

Las células de S. cerevisiae fueron cultivadas con agitacién constante (230 rpm) a
28 °C en YPD (1% extracto de levadura, 2% de peptona y 2% de glucosa) o, cuando fue
necesario para la seleccién de plasmido, en medio sintético (SC) compuesto por: 0,17%
base nitrogenada de levadura (YNB) sin sulfato amdnico ni aminodcidos, 0,5% sulfato
amonico, 2% glucosa y 0,13% mezcla drop-out sin uracilo (URA’) (Adams et al, 1998). En
determinados casos, especificados en el texto, se utilizd otra fuente de carbono,
sustituyendo la glucosa por rafinosa (Raf) y/o galactosa (Gal). En el caso de las cepas que
presentaban fenotipo litico se anadié a los medios sorbitol, a una concentracién final de
1 M, como estabilizador osmético. En caso de utilizar medios sélidos se afladié un 2% de
agar a los medios descritos. Las cepas utilizadas en este trabajo se especifican en la Tabla
A1l de Anexos.

4.2. Técnicas de DNA Recombinante

Las células de Escherichia coli DH5a (Taylor et al, 1993) se utilizaron como huésped
de DNA plasmidico. Se cultivaron a 37 °C en Lysogeny Broth (medio LB) cuya composicién
es: 1% Triptona, 0,5% extracto de levadura y 0,5% NaCl, suplementado con 50 pg/ml de
ampicilina cuando era requerido para el mantenimiento del plasmido. Las técnicas de
DNA recombinante se realizaron como se describe en (Green & Sambrook, 2012),
utilizando enzimas de restriccion Fast Digest (Thermo Fisher), y Fast T4 DNA ligasa
(Thermo Fisher). La polimerasa Q5 High-fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs)
se utilizd para generar todas las mutaciones descritas en este trabajo. Las purificaciones
de DNA, tanto productos de PCR como fragmentos digeridos por enzimas de restriccién,
se realizaron mediante electroforesis en geles de agarosa. Las bandas que contenian el
DNA de interés fueron escindidas y su DNA purificado utilizando el kit NucleoSpin Gel
and PCR Clean-up (Macherey-Nagel).

Las células de E. coli se transformaron utilizando el método estandar descrito en
(Green & Sambrook, 2012), basado en el método del cloruro de calcio. Para la
transformacion de las células de S. cerevisiae se utilizo el método del acetato de litio (Ito
et al, 1983).
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4.3. Plasmidos

A continuacién, se describen las construcciones existentes al inicio de este trabajo.

4.3.1. Plasmidos preexistentes para expresion en S. cerevisiae

Tabla 1. Plasmidos para expresion en S. cerevisiae.

Nombre

Descripcion

Referencia

pRS316

pRS316-Ppz1

pWSs93

pWS93-AtHal3:

pWS93-CaHal3

pWS93-CaCab3

pWS93-ScCab3

pWS93-ScHal3

pWS93-ScHal3-PD

pWS93-ScHal3-PD-Cter

38

Plasmido centromérico, contiene el gen
URA3 para su seleccion

pRS316 que contiene el gen PPZI,
recuperado del vector YCp33-PPZ1 y
clonado en las dianas BamHI/Hindll de
pRS316

Plasmido multicopia para la expresion, en
S. cerevisiae, bajo el control del promotor
ADH1 de proteinas fusionadas con 3xHA
(hemaglutinina) en su N-terminal.
Contiene el gen URA3 para su seleccion
pWS93 en el que se ha clonado, en las
dianas EcoRl/Sall, la zona codificante del
gen AtHAL3a

pWS93 que contiene la zona codificante
del gen CaHAL3, clonada en las dianas
EcoRlI/Sall

pWS93 que tiene clonada en las dianas
EcoRI/Sall la zona codificante del gen
CaCAB3

pWS93 que posee la zona codificante el
gen ScCAB3, clonada en las dianas
EcoRlI/Sall

pWS93 que presenta la zona codificante
del gen ScHAL3 clonada en las dianas
EcoRlI/Sall

pWS93 al que se ha insertado la region
codificante del dominio PD del gen
ScHAL3 en las dianas EcoRI/Sall

pWS93 que contiene la zona codificante
del dominio PD y la cola C-terminal del
gen ScHAL3, clonada en las dianas
EcoRlI/Sall

(Sikorski & Hieter, 1989)

(Aksenova et al, 2007)

(Song & Carlson, 1998)

(Ruiz et al, 2009)

(Petrényi et al, 2016)

(Petrényi et al, 2016)

(Ruiz et al, 2009)

(Ruiz et al, 2009)

(Ruiz et al, 2009)

(Ruiz et al, 2009)



MATERIALES Y METODOS

4.3.2. Plasmidos preexistentes para expresion en E. coli

Tabla 2. Plasmidos para expresion en E. coli.

Nombre Descripcion Referencia
Plasmido para expresion de proteinas
PGEX-6P-1 fusionadas a glutation transferasa (GST) en su GE Healthcare

pPGEX-6P-1-AtHal3

PGEX-6P-1-CaCab3

pGEX-6P-1-CaHal3

PGEX-6P-1-ScCab3

pPGEX-6P-1-ScHal3

pPGEX-6P-1-Ppz1

pPGEX-6P-1-Ppzl-Cter

extremo N-terminal, con un sitio de corte para
la proteasa PreScission

pGEX-6P-1 en el que se ha insertado la zona
codificante del gen AtHAL3a amplificado del
vector pRS699-AtHal3a (Espinosa-Ruiz et al,
1999) con los oligonucledtidos
AtHal3_EcoRI_5 y AtHal3_Sall_3 y clonada en
las dianas EcoRlI/Sall

pGEX-6P-1 que presenta clonada en las dianas
EcoRI/Xhol la zona codificante del gen CaCAB3
pGEX-6P-1 en el que posee la zona codificante
del gen CaHAL3, clonada en las dianas
EcoRI/Xhol

pGEX-6P-1 en el que se ha insertado la zona
codificante del gen ScCAB3 en las dianas
EcoRI/Xhol

pPGEX-6P-1 en el que se ha clonado en las
dianas EcoRI/Xhol la zona codificante del gen
ScHAL3

pGEX-6P-1 en el que se ha insertado la zona
codificante del gen PPZ1

pGEX-6P-1 que codifica el dominio catalitico
de Ppz1 (A1-344)

(Santolaria et al, 2018)

(Petrényi et al, 2016)

(Petrényi et al, 2016)

(Ruiz et al, 2009)

(Munoz et al, 2004)

(Munoz et al, 2004)

(Munoz et al, 2004)
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4.3.3. Mutaciones puntuales del dominio catalitico de Ppz1

Las versiones con mutaciones puntuales en el dominio catalitico de Ppzl se
realizaron utilizando una PCR de dos pasos por solapamiento (Figura 6), utilizando como
molde el plasmido pRS316-Ppz1, para las mutaciones simples, y el plasmido pRS316-
Ppz1-D566K para obtener el doble mutante (los detalles de los oligonucledtidos se
encuentran en la Tabla A2 de Anexos y los detalles de la estrategia de las PCR de
solapamiento en la tabla A3 de Anexos). Para ello se clonaron los fragmentos resultantes
(605 nt), digeridos con los enzimas Pacl y Hindlll, en las mismas dianas del plasmido
pRS316-Ppz1, obteniendo los plasmidos pRS316-Ppz1-D566K, pRS316-Ppz1-D615K y
pRS316-Ppz1-D566K-D615K. Estos plasmidos fueron utilizados para la expresién en
levadura. Para la expresion en E. coli se extrajeron los fragmentos comprendidos entre
las dianas Kpn2l y Bsp14071 (1097 nt) de los plasmidos pRS316 que contenian las
versiones mutadas y se clonaron en las mismas dianas de pGEX-6P-1-Ppz1, obteniendo
los plasmidos pGEX-6P-1-Ppz1-D566K, pGEX-6P-1-Ppz1-D615K y pGEX-6P-1-Ppzl-
D566K-D615K.

Todos los oligonucleétidos utilizados en este trabajo estan descritos en la Tabla A2

de Anexos.
L i
— ep—
2 4
12 PCR /\ 22 PCR
1 3

—- —

— —

2 4

PCR de 4
Solapamiento ‘

Figura 6. Estrategia de PCR de Solapamiento. Esquema de la estrategia utilizada para la obtencién de
diversos mutantes por PCR de dos pasos por solapamiento.
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4.3.4. Mutaciones en el dominio PD de Hal3

En la construccién de los vectores pGEX-6P-1-AtHal3-L117E, pGEX-6P-1-AtHal3-
G115N-L117E y pGEX-6P-1-ScHal3-L405E, se utilizd el método Quick-Change (Liu &
Naismith, 2008), partiendo de 1 ng de DNA plasmidico, 0,2 mM dATP, 0,2 mM dTTP, 0,2
mM dCTP, 0,2 mM dGTP (Sigma Life Science), 0,5 uM de cada oligonucledtido y un
tiempo de extension de 50 s/kb en un volumen final de 50 pl. Para la construccién del
plasmido pGEX-6P-1-AtHal3-L117E el molde utilizado fue el pldsmido pGEX-AtHal3 y los
oligonucledtidos AtHal3_L117E_5/ AtHal3_L117E_3, en la construccion del plasmido
pPGEX-6P-1-AtHal3-G115N-L117E se utiliz6 como molde el plasmido pGEX-6P-1-AtHal3-
L117E y los oligonucledtidos AtHal3_G115N_L117E_5/ AtHal3_G115N_L117E_3 y para
la construcciéon del plasmido pGEX-6P-1-ScHal3-L405E, se utilizdé como molde el
plasmido pGEX-6P-1-ScHal3 y los oligonucledtidos ScHal3_L405E_5/ ScHal3_L405E_3
(las secuencias de los oligonucleétidos se presentan en la Tabla A2 de Anexos). El
producto de la reaccién se purifico con el kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up
(Macherey-Nagel), y se eluyé en un volumen de 30 ul en el tampdn AE (5 mM Tris-HCl,
pH 8,5) del mismo kit, tras lo cual se digirié el DNA utilizado como molde de la PCR con
Dpnl (FastDigest, Thermo Scientific), un enzima que reconoce la secuencia 5’-GATC-3’
metilada, para finalmente transformar células de E. coli utilizando 10 ul del producto de
la digestién.

La elaboracién de las versiones mutadas ScHal3-L403N y ScHal3-L403N-L405E, se
realizé mediante una PCR de dos pasos por solapamiento (Figura 6). Los detalles de los
moldes, oligonucledtidos y sitios de clonacion estan descritos en las Tablas A2 y A4 de
Anexos. Los fragmentos obtenidos en la segunda PCR fueron clonados en las dianas de
restriccion EcoRI/Xhol del plasmido pGEX-6P-1, obteniéndose los plasmidos pGEX-6P-1-
ScHal3-L403N y pGEX-6P-1-ScHal3-L403N-L405E. Estos constructos fueron utilizados
para la expresién en E. coli.

La construccidn de los plasmidos pWS93 para expresidon en levadura que contienen
las versiones mutadas del gen AtHAL3 o ScHAL3 se realizd digiriendo con los enzimas
EcoRl y Xhol los vectores pGEX-6P-1-AtHal3-L117E , pGEX-6P-1-AtHal3-G115N-L117E,
pGEX-6P-1-ScHal3-L403N, pGEX-6P-1-ScHal3-L405E y pGEX-6P-1-ScHal3-L403N-L405E.
Posteriormente se cloné estos insertos en el plasmido pWS93 en las dianas EcoRl y Sall,
obteniendo los plasmidos pWS93-AtHal3-L117E, pWS93-6P-1-AtHal3-G115N-L117E,
pWS93-ScHal3-L403N, pWS93-ScHal3-L405E y pWS93-ScHal3-L403N-L405E.
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4.3.5. Mutaciones en el dominio N-terminal de Hal3

Los diversos tipos de mutaciones en el dominio N-terminal de ScHal3 se generaron
por una PCR de dos pasos por solapamiento (Figura 6). Los detalles de los moldes y
oligonucleétidos empleados se encuentran en las Tablas A2 y A4 de Anexos. Los
fragmentos obtenidos en la PCR de solapamiento fueron clonados en las pertinentes
dianas de restriccion de los pldsmidos pGEX-6P-1 o pGEX-6P-1-ScHal3 descritos en la
Tabla A3. Estos constructos fueron utilizados directamente para la expresion heteréloga
de proteinas en E. coli y como fuente para la construccion de los plasmidos para
expresion en levadura. En este caso, se extrajeron los insertos de los diversos
constructos en pGEX-6P-1 mediante los enzimas de restriccion EcoRl y Xhol, y se
clonaron en las dianas EcoRl y Sall del pldasmido multicopia pWS93.

4.3.6. Construccion de hibridos CaCab3 y CaHal3 de Candida
albicans

Las proteinas hibridas de C. albicans, se generaron a partir de los genes CaCAB3 y
CaHAL3 clonados en el pldasmido pGEX-6P-1 (Petrényi et al, 2016). En la construccidn del
gen hibrido CaCab3_CaHal373-°° de C. albicans se utiliz6 como molde el vector pGEX-6P-
1-CaHal3 para amplificar fragmentos solapantes mediante el uso de los oligonucledétidos
5' CaCab3 megaprimer y 3' CaCab3 megaprimer, obteniendo como resultado el
producto de PCR Megaprimer (Figura 7A). Posteriormente se utilizé como molde el
pldsmido pGEX-6P-1-CaCab3, y se realizé una PCR de dos pasos por solapamiento. La
region 5’ se amplificd a partir del producto de PCR Megaprimer y el oligonucleétido
PGEX 5’ sequencing Primer, mientras que la region 3’ se generd utilizando el producto
de PCR Megaprimer y el oligonucleétido 3’ CaCab3 + 100Bst11071. El material
amplificado en estas dos PCR se mezcld y se reamplificd con los oligonucledtidos pGEX
5’ sequencing Primer y 3’ CaCab3 + 100Bst1107I. El producto de amplificacidn (1722 nt)
se digirid con los enzimas EcoRl y Bst11071 y se clond en el plasmido pGEX-6P-1-CaCab3
en las mismas dianas, dando como resultado el pldsmido pGEX-6P-1-CaCab3-CaHal373-°
(Figura 7B).
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CaHAL3 1 - pGEX 5’ sequencing Primer
CaCAB3 4 = 3’ CaCab3 + 100Bst1107I
A) 5’ CaCab3 megaprimer
~N
PCR Megaprimer CaHAL3
~
3' CaCabh3 megaprimer
Producto PCR ‘
Megaprimer _— —
B) . 1 3
Estrategia PCR de e — —r- CoCAB3
Solapamiento - — — ¢
2 4

12 PCR /\ 22 pCR

|~
{

PCR de 4
Solapamiento ‘
CaCAB3_CaHAL373%0

Figura 7. Estrategia de construccién del gen hibrido CaCab3_CaHal373 de C. albicans. A) Obtencién del
producto de PCR Megaprimer que se usé como oligonucleétidos en la PCR de solapamiento. B) Esquema
de la PCR por solapamiento utilizada para la obtencién del gen hibrido CaCab3_CaHal373°° de C. albicans.

La versién CaHal3-CaCab38-134 fue obtenida por el mismo proceso. Para la
obtencidn del producto de PCR Megaprimer se utilizd como molde el plasmido pGEX-
6P-1-CaCab3 vy los oligonucledtidos 5' CaHal3 megaprimer y 3' CaHal3 megaprimer.
Luego se utilizd como molde el plasmido pGEX-6P-1-CaHal3 y como cebadores el
producto de PCR Megaprimer junto con los oligonucledtidos pGEX 5’ sequencing Primer
(para la regién 5’) o 3’ CaHal3 + 80Bsul5l (para la regién 3’). Posteriormente se realizé
una PCR de solapamiento utilizando estos fragmentos como molde vy los
oligonucleétidos pGEX 5 sequencing Primer y 3’ CaHal3 + 80Bsul5l. El fragmento
obtenido (1325 nt) se digirié con los enzimas de restriccién EcoRl y Bsul5ly se cloné en
el plasmido pGEX-6P-1-CaHal3 en las mismas dianas, obteniéndose el pldsmido pGEX-
6P-1-CaHal3-CaCab38%-134,

Los vectores pWS93-CaCab3-CaHal37>%® y pWS93-CaHal3-CaCab3%-134 ge
construyeron digiriendo los pldsmidos pGEX-6P-1-CaCab3-CaHal373°° y pGEX-6P-1-
CaHal3-CaCab32134 con los enzimas EcoRl y KspAl, liberando fragmentos de 992 nt y
476 nt, respectivamente. Posteriormente estos fragmentos se clonaron en los plasmidos
pWS93-CaCab3 y pWS93-CaHal3 en las mismas dianas.
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4.4, Ensayos de crecimiento de levadura

4.4.1. Medios sdlidos

La determinacion de la sensibilidad a diferentes condiciones en medio sélido de las
cepas conteniendo los plasmidos con las diferentes versiones mutadas de los genes
HAL3 y PPZ1 se realizé de la siguiente manera: cultivos saturados, crecidos durante una
noche en medio SC-URA" con glucosa al 2% (suplementados con sorbitol o sustituyendo
la fuente de carbono en aquellos casos que fue necesario), se diluyeron a una densidad
Optica a 600 nm (ODeco) de 0,05, y se realizaron dos diluciones seriadas 1/5,
sembrandose 3 pl de cada dilucion en placas de medio sintético carente de uracilo (SC-
URA") (Posas et al, 1995).. Las placas se incubaron a 28 °C y el crecimiento se registré a
los 3 dias (si no se especifica lo contrario en el texto).

4.4.2. Medios liquidos

Para la determinacion del crecimiento en medio liquido de las células
transformadas con los plasmidos que codifican las diferentes versiones de los genes
HAL3 y PPZ1 se obtuvieron cultivos saturados procediendo de igual manera que en el
apartado anterior. Estos cultivos fueron diluidos a ODeoo = 0,004 en un volumen final de
300 pl en placas Honeycomb 2 (Escandinavian Clinics), incubdndose a 28 °C y se
realizaron lecturas de la ODeoo cada 30 min (agitando previamente durante 7 min) en un
equipo BioscreenC (ThermoFisher Scientific).

4.5. Esporulacion de células diploides, diseccion de

tétradas y analisis de esporas

Las cepas diploides AGS4 y MAR25 (Tabla A1) transformadas con el plasmido
pWS93 conteniendo los genes ScHAL3, AtHAL3, ScCAB3, o sus versiones mutadas se
crecieron en medio SC-URA™ a 28 °C hasta la saturacion de los cultivos. Las células se
sedimentaron a 1228 xg durante 5 min a temperatura ambiente (RT), se lavaron dos
veces con H;O, se transfirieron a medio de esporulacion (1% acetato potasico, 0,1%
extracto de levadura y 0,05% glucosa, pH 7,2) y se incubaron a 28 °C en agitacién
constante (230 rpm), durante 5-7 dias. Cuando el porcentaje de células esporuladas
supero el 60%, segun observacion microscopica, los cultivos fueron considerados aptos
para su analisis. Cincuenta pl de la suspensién de células del medio de esporulacion se
centrifugd a 1228 xg, las células se lavaron dos veces con H;0, fueron resuspendidas en
250 pl de H,0 y se afiadid 12,5 ul de Zimoliasa 10 U/ml (obtenida de Arthrobacter luteus,
MP Biomedicals), para ser incubadas durante 10 min a RT. Entre 7,5 y 10 ul de la
suspension de células fueron sembrados en una fina linea en placas de YPD recién
preparadas. La diseccidn de las esporas que componen cada tétrada se realizd con un
equipo MSM 300 Yeast Dissection Microscope (Singer Instruments). Las placas fueron
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posteriormente incubadas a 28 °C durante 72 h, tras lo cual fueron fotografiadas. Se
determind el genotipo de las células haploides obtenidas de cada tétrada realizando
réplicas en placas con los correspondientes medios selectivos. El crecimiento de las
células haploides en estas placas se documenté a las 72h.

4.6. Microscopia de fluorescencia

Las células MACO003 transformadas con el pldsmido pWS93, ya sea vacio o
conteniendo diferentes versiones del gen ScHAL3 y se crecieron durante una noche
hasta saturaciéon en medio SC-URA™ con glucosa. Los cultivos se diluyeron hasta una
ODeoo de 0,004 en medio SC-URA" sustituyendo la glucosa por un 2% de rafinosa. Los
cultivos fueron crecidos durante 16 h aproximadamente a 28 °C en agitacidon hasta
alcanzar una ODego de 0,6, momento en que se afiadié galactosa a una concentracién
final del 2% para inducir la sobreexpresidn de Ppz1, reanudando la incubacién durante
6 h a 28 °C en agitacién. Posteriormente se prepararon diluciones de los cultivos a una
ODsoo de 0,12 en un volumen final de 1 ml, de los cuales se afiadieron 300 pul a un pocillo
de placas u-Slide 8 Well (Ibidi), previamente tratado con 10 ul de Concanavalina A (1
mg/ml, Merck, Darmstadt). La cubeta u-Slide 8 Well fue incubada 30 min a 28 °C, para
que se depositaran las células en el fondo. Las micrografias fueron tomadas con un
microscopio Nikon Eclipse TE-2000E (Nikon), utilizando el filtro FITC, con tiempos de
exposiciéon 3000 ms para las células transformadas con el plasmido vacio, y 1500 ms para
el resto.

4.7. Ensayos de complementacion en E. coli

La capacidad de las diferentes versiones del gen AtHAL3 de realizar la conversién
de 4’-fosfopantotenoilcisteina a 4’ -fosfopanteteina se evalué utilizando la cepa BW369
de E. coli, que contiene la mutacion termosensible dfp-707t, la cual provoca que esta
cepa sea incapaz de sintetizar CoA a 37 °C, ya que en estas condiciones la mutacion
elimina la funcidn fosfopantotenoilcistein-descarboxilasa (Spitzer & Weiss, 1985; Kupke,
2001; Strauss et al, 2001). Los cultivos de E. coli transformadas con los plasmidos
PGEX6P-1 que contenian las versiones mutadas del gen AtHAL3 se crecieron en medio
LB suplementado con 100 pg/ml de ampicilina a 30 °C durante una noche.
Posteriormente se diluyeron los cultivos hasta una ODggo de 0,05 y se incubaron a 30 o
37 °C (temperatura permisiva o no permisiva) durante 6 h. A continuacién, los cultivos
se distribuyeron en placas con ampicilinay se incubaron durante 24 h a las temperaturas
indicadas.
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4.8. Preparacion de extractos de levadura para

inmunodeteccion y ensayos de interaccion

Se prepararon cultivos exponenciales de las células que contenian los plasmidos
con los genes nativos o las diferentes versiones de los genes AtHAL3, CaCAB3, CaHAL3,
ScCAB3, ScHAL3 o PPZ1, en un volumen de 10 ml de medio SC-URA". Cuando se alcanzé
una ODego de 0,8 se recolectaron las células mediante centrifugacién (1620 xg durante 5
min a 4 °C), se lavaron 2 veces con agua fria y se congelaron a -20 °C hasta que fueron
usadas. Los extractos de proteinas se realizaron como se describe en (Abrie et al, 2012):
las células se resuspendieron en 100 ul de tampdn de lisis frio (50 mM Tris-HCI pH 7,5,
150 mM NaCl, 10% glicerol, 0,1% triton X-100, 2 mM ditiotreitol (DTT) y Complete™™
protease inhibitor mixture (Roche)), se afadid el volumen equivalente a 100 pl de bolas
de 0,5 mm de zirconia/silica (BioSpec), y posteriormente se realizd la lisis celular
mediante agitacién vigorosa utilizando un equipo FastPrep cell Breaker (FastPrep® 24,
MP Biomedicals) con una potencia de 5,5 durante 45 s (3 ciclos, incubando las muestras
durante 3-4 min en hielo entre ciclos), tras lo cual, se afladieron 25 pl de tampdn y se
centrifugaron las muestras durante 10 min a 500 xg a 4 °C. Se recuperé el sobrenadante
en nuevos tubos y se cuantifico la proteina total mediante el método de Bradford
(Sigma-Aldrich). La obtencién de muestras para realizar ensayos de interaccion se llevd
a cabo mediante la misma metodologia, pero partiendo de un cultivo exponencial de 60
ml, empleando 500 pl de tampdn de lisis, 400 pl de bolas y, tras la lisis celular, se afiadié
125 pl de tampdn de lisis.

4.9, SDS-PAGE e inmunodeteccion

A los extractos proteicos (40 pg de proteina total) se les afadié tampdn de carga 4x
SDS-PAGE (200 mM Tris-HCl pH 6,8, 40% glicerol, 8% SDS, 0,4% azul de bromofenol, 5%
B-mercaptoetanol), para obtener una concentracién final de tampdn 1x. Las muestras
fueron calentadas a 95 °C durante 5 min y resueltas mediante SDS-PAGE. Tras la
finalizacidn de la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una membrana de
fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Immobilon-P, Millipore), mediante transferencia en
semi-seco utilizando un equipo TE77XP (Hoefer; 1,1 mA/cm?, durante 1 h 30 min).
Posteriormente las membranas se blogquearon con TBS-Tween 20 (20 mM Tris-HC| pH
7,6, 150 mM NaCl, 0,1% Tween 20,) con 5% leche desnatada en polvo (Régilait) durante
1 h en agitacidn. La incubacion con el anticuerpo primario se realizd durante la noche a
4 °C en agitacidn suave. Las membranas se lavaron tres veces con TBS-Tween 20 durante
10 min y se incubaron 1 h con el anticuerpo secundario a RT en agitacion.

La deteccion de las proteinas etiquetadas con el epitopo HA fue realizada utilizando
anticuerpos monoclonales anti-HA (Roche), producidos en ratén, a una dilucién 1:10000
en TBS-Tween 20 suplementado con un 5% de leche desnatada en polvo. Para la
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deteccion de la proteina Ppzl y sus variantes se utilizaron anticuerpos policlonales anti
GST-Ppzl obtenidos en conejo (Posas et al, 1992) diluidos 1:250 en TBS-Tween 20
suplementado con un 5% de leche desnatada en polvo. Como anticuerpos secundarios
se utilizaron anti-IgG de ratén (GE-Healthcare o Biolegends) o anti-IgG de conejo (GE-
Healthcare) marcados con peroxidasa de rdbano diluidos 1:20000 en TBS-Tween 20
suplementada con 5% leche desnatada en polvo (Santolaria et al, 2018). Tras la
incubacidén con el anticuerpo secundario las membranas se lavaron con TBS-Tween 20
(dos lavados de 15 y 10 min y tres lavados finales de 5 min cada uno).

La visualizacién de las proteinas inmunoreactivas se realiz6 mediante los kits ECL
Prime Western Bloting System (GE Healthcare) o Westar nCUItra 2.0 (Cyanagen), y la
guimioluminiscencia se detecté mediante un equipo Molecular Imager VersaDoc MP
4000 (BioRad) o un LAS-3000 Imaging System (Fuji). Las membranas se tifieron con Rojo
Ponceau (AMRESCO) para evaluar la carga y la eficiencia de la transferencia.

4.10. Expresion y purificacion de proteinas recombinantes

en E. coli.

Todas las proteinas recombinantes fueron expresadas en la cepa de E. coli BL21
(DE3) RIL (Stratagene) como se describe en (Garcia-Gimeno et al, 2003; Mufoz et al,
2004; Abrie et al, 2012). Las células transformadas se crecieron en placas de LB
suplementadas con 100 pg/ml de ampicilina y 34 pg/ml de cloranfenicol a 37 °C. Se
inocularon colonias individuales en 5 ml de LB suplementado con 100 pg/ml de
ampicilina y 34 ug/ml de cloranfenicol, que se dejaron crecer durante una noche hasta
su saturacion. Se inoculdé 1 ml del cultivo saturado por cada 100 ml de medio Terrific
Broth (TB, 1.2% triptona, 2.4% extracto de levadura, 0.5% glicerol, 0.17 M KH;PO4y 0.72
M K2HPOg4) (Green & Sambrook, 2012). Los voliumenes de TB utilizados en este trabajo
fueron 250 o 500 ml. Los cultivos se crecieron a 37 °C en agitacion hasta alcanzar una
ODeoo de 0,6-0,8. Para inducir la expresidon se afadid isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) a una concentracién final de 0,1 mM, y se incubd el cultivo
a 20 °C durante 16 h para una éptima expresién de estas proteinas (Mufioz et al, 2004;
Ruiz et al, 2009). Para la expresién de la proteina Ppzl y sus versiones se suplemento el
medio con 0,5 mM de MnCl; para garantizar la correcta actividad fosfatasa.

Los cultivos fueron centrifugados a 6500 xg durante 20 min a 4°C, y las células se
resuspendieron en tampén de lisis (descrito en el apartado 4.8.), suplementando
también con 0,5 mM de MnCl; en el caso de células que expresaban las diferentes
versiones de Ppzl. En el caso de que las proteinas expresadas fueran a ser empleadas
en los experimentos de entrecruzamiento quimico se reemplazd el Tris-HCl de los
tampones por NaH;POs a 50 mM ajustado a pH 7.0. Las células se lisaron mediante
sonicacion (10 ciclos de 30 s a maxima potencia, con una pausa de 60 s entre ciclos) en
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un equipo Bioruptor Plus (Diagenode) manteniendo las muestras en un bafio refrigerado
de agua a 4°C. El extracto obtenido se centrifugd a 7800 xg durante 10 min a 4°Cy se
recuperd el sobrenadante. Para purificar las proteinas, el lisado celular se incubd con la
resina de glutation-Sefarosa 4B (Cytiva, resina GS) a razén de 400 ul de resina GS por
litro de cultivo durante al menos 4 h a 4°C en rotacién en una noria a 8-9 rpm.
Posteriormente se centrifugd la mezcla a 750 xg durante 5 min a 4°Cy la resina se lavo,
por resuspension, al menos 8 veces con 500 pl de tampdn de lisis (descrito en el
apartado 4.8.) y dos veces con el tampdn de lisis carente de Triton X-100. En caso de ser
necesaria la eliminacién de la GST de la proteina de fusidn se realizé un lavado de la
resina con 500 pl de tampdn PreScission (50 mM Tris-HCl pH 7, 150 mM NacCl, 1 mM
EDTA, 1 mM DTT), y se aiiadid a la resina 250 pl de tampdn PreScission, como paso previo
al tratamiento con 4 ul de proteasa PreScission (GE Healthcare) durante 16 h a 4°C en
una noria a 8-9 rpm, como se describe en (Abrie et al, 2012). Cada muestra se distribuyé
en dos pocillos de una placa Multi Screen 96-well filter plate (Millipore) que se centrifugd
a 750 xg a 4°C. Esta operaciodn se repitié dos veces mas, afadiendo 50-150 pl de tampdn
PreScission para lavar la resina. A la mezcla de proteina eluida se le afiadié glicerol hasta
una concentracion final del 10% para su almacenamiento a -80°C. La cantidad de
proteina recombinante obtenida fue determinada mediante SDS-PAGE y tincidn con
solucién Azul de Coomassie (10% dacido acético, 25% isopropanol y 0,25% Coomassie
Brillant Blue R250 (AMRESCO)) durante 1 h. Los geles fueron destefiidos con solucién
decolorante (10% 4acido acético y 25% isopropanol) y escaneados con un equipo Epson
Perfection V500 Photo Scanner. La cuantificacion fue llevada a cabo mediante el
programa GelAnalyzer 2010a (http://www.gelanalyzer.com), comparando las bandas

con una recta patréon de albumina de suero bovino (BSA).

4.11. Ensayos de inhibicion de la actividad fosfatasa Ppz1
por Hal3

La capacidad de las diversas versiones de Hal3 de inhibir in vitro la actividad

fosfatasa Ppz1 fue determinada utilizando proteinas recombinantes expresadas en E.
coli, sin GST, como se describe en el apartado anterior. Para los ensayos de actividad se
mezcld, en un volumen final de 300 ul en placas de 96 pocillos, 2-10 pmol de Ppz1 (o 1-
10 pmol de Ppz1-Cier) junto con el tampdn de reaccién (50 mM Tris-HCl, pH 7,5, 2 mM
MnClz, 1 mM DTT) y cantidades crecientes de Hal3. La placa se incubd a 30°C durante 5
min, tras lo cual se inicio la reaccién afiadiendo 10 mM del sustrato p-nitrofenil fosfato
(pPNPP, Sigma). La actividad fosfatasa se determind mediante la cuantificacion de la
absorbancia a 405 nm (Asos) del producto de la reaccion (4-nitrofenol), utilizando un
lector de placas Multiskan Ascent plate reader (Thermo Scientific). Cuando la Asos de la
muestra que no contenia inhibidor alcanzé un valor cercano a 1,2 se recogieron los datos
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y se analizaron. La absorbancia de la mezcla de reaccién sin enzima ni inhibidor fue
tomada como blanco. El tiempo de la reaccidn varié entre 20 y 50 min.

4.12. Ensayos de interaccion proteina-proteina

4.12.1. Entrecruzamiento quimico

La capacidad de oligomerizar in vitro de las diferentes versiones de AtHal3 y ScHal3
fue analizada mediante ensayos de entrecruzamiento quimico, utilizando para ello las
proteinas recombinantes producidas en E. coli (Molero et al, 2013). La reaccién de
entrecruzamiento fue llevada a cabo en volumenes de 50 ul conteniendo 1 o 2 pg de
proteina recombinante en presencia de 0,01% glutaraldehido (GA). Las muestras se
incubaron durante 25 min a 24 °C, tras lo cual se interrumpid la reaccién mediante la
adicién de 2 ul de 1 M Tris-HCI (pH 7,5) y posterior incubacién de las muestras a 24 °C
durante 5 min. Cuando se utilizé Bis[Sulfosuccinimidil] glutarato (BS2G, Covachem)
como reactivo de entrecruzamiento, se emplearon 20 ug de proteina recombinante a
una concentracion final de 0,2 pg/ul, junto con 200 pug de BS2G y se incubd durante 1 h
a 25 °C. Se detuvo la reaccion afadiendo bicarbonato de amonio a una concentracién
final de 100 mM y posterior incubacion de las muestras durante 10 min a 25 °C. Una vez
parada la reaccion se afiadié a las muestras el correspondiente volumen de tampdn de
carga 4x SDS-PAGE para una concentracion final 1x y se calentaron a 95 °C durante 5
min. Las proteinas entrecruzadas se resolvieron mediante geles SDS-PAGE al 10% para
las muestras de AtHal3 y al 6% para las de ScHal3. La tincién de los geles se realizé
utilizando Azul de Coomassie y se decoloraron con solucidon decolorante (10% acido
acético, 25% isopropanol.

4.12.2. Ensayos de interaccion Ppz1-Hal3 in vitro

Para determinar la capacidad de unidn de las diferentes versiones de ScHal3 a Ppz1,
Ppz1-Cier (Ppz1 A1-344), o ScCab3, se utilizaron alicuotas de 100 ul de resina de GS
conteniendo 4 u 8 pg de GST-Ppz1, 4 ug de GST-Ppz1-Cier 0 10 g de GST-ScCab3, excepto
en los ensayos realizados con las versiones ScHal3_L403N, ScHal3_L405E vy
ScHal3_L403N_L405E, en los que se utilizé alicuotas de 50 pl de la resina conteniendo
Ppzl. La resina se incubd durante 1 h 30 min a 4 °C en rotacién junto con 600 ug de
extractos proteinicos provenientes de la cepa IM021 (ppz1 A hal3 A), que expresaban
las diferentes versiones de ScHal3 con una etiqueta 3xHA en un volumen final de 600 pl
(excepto en los ensayos de unién a ScCab3, en los que fueron utilizados 2 mg de extracto
proteinico).

Tras la incubacidn, las muestras fueron transferidas a una placa de 96 pocillos con
filtro MultiScreen Filter Plates (Millipore), y se centrifugaron 1 min a 500 xg a 4 °C. Las
muestras fueron lavadas 3 veces con tampdn de lisis, descrito en el apartado 4.8,,
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carente de Tritdn-X100 y de inhibidor de proteasas. Se recuperé la resina retenida en el
filtro con 120 pl de tampdn SDS-PAGE 2x (0,125M Tris-HCl pH 6,8, 20% glicerol, 4% SDS,
0,004% azul de bromofenol, 2,5% B-mercaptoetanol), excepto para las versiones
ScHa3_L403N, ScHa3_L405E y ScHa3_L403N_L405E, en las que se utilizaron 50 pl, se
incubaron las muestras a 95 °C durante 5 min y se sedimentd la resina mediante un pulso
rapido en una microcentrifuga para recuperar el sobrenadante. Las proteinas presentes
en 40 ul de sobrenadante se resolvieron por SDS-PAGE y fueron inmunodetectadas por
western blot como se ha descrito en el apartado 4.9. Los niveles de interaccién fueron
determinados integrando la sefial de las bandas inmunoreactivas y la de la tincién con
rojo Ponceau de las respectivas las proteinas cebo fusionadas a GST, mediante el
programa GelAnalyzer 2010a (http://www.gelanalyzer.com), y calculando los

respectivos cocientes. Los datos se refirieron al cociente del carril que contenia la
muestra ScHal3 nativo.

4.13. Otras técnicas

4.13.1. Ensayos fluorimétricos de desnaturalizacion

La determinacién de las curvas de desnaturalizacion de las proteinas
recombinantes (sin GST) ScHal3, ScHal3_L403N, ScHal3_L405E y ScHal3_L403N_L405E
se realizaron mediante ensayos fluorimétricos en un aparato FP-8200
Spectrofluorometer (JASCO) a longitudes de onda (A) de 295 nm para la excitacion y 338
nm para la emisidn. La concentracién de proteina recombinante fue de 1 uM en un
tampdn 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 10% glicerol y 2 mM DTT. La rampa
térmica fue de 2 °C/min.

4.13.2. Cromatografia de filtracion en gel

La cromatografia de exclusidon por tamafio fue realizada en el sistema Akta Explorer
(GE Healthcare), cargando 500 pl de las diferentes versiones recombinantes (sin GST) de
ScHal3 a una concentracion de entre 0,2-0,4 mg/ml en una columna Superdex 200 HR
10/30. El flujo se establecié a 0,75 ml/min y se recogieron fracciones de 1 ml. Como
tampodn de cromatografia se empled una solucién compuesta por 10 mM Tris-HCl (pH
7,5), 150 mM NaCly 2 mM DTT.

4.13.3. Determinacion del contenido de flavina

Muestras de proteinas recombinantes (sin GST) de ScHal3 nativo, ScHal3_L403N,
ScHal3_L405E, ScHal3_L403N_L405E, AtHal3-L117E y AtHal3-G115N-L117E, se
concentraron mediante filtracidén, utilizando dispositivos Amicon® Ultra-0.5 mL
Centrifugal Filters Ultracel®-30K (Millipore), hasta una concentracion entre 0,15-0,45
mg/ml, y se sometieron a un rastreo espectrofotométrico, midiendo a intervalos
crecientes de 3 nm entre las longitudes de onda 220-745 nm. Se utilizaron dos
preparaciones independientes de cada version.
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OBJETIVOS -

Los principales objetivos de esta tesis han sido:

1.- Explorar los efectos de sustituir los residuos D566 y D615 de Ppz1, fuertemente
conservados en las proteinas de tipo Ppz, por residuos de lisina, caracteristicos de las
proteinas de tipo PP1c, investigando su impacto en la regulacién por ScHal3.

2.- Estudiar el nucleo hidrofébico de los trimeros formados por proteinas AtHal3 y
ScHal3, analizando el papel de los residuos identificados como relevantes en la
formacién del enzima PPCDC de S. cerevisiae y en la funcion de ScHal3 como regulador
de Ppz1.

3.- Determinar la relevancia del extremo N-terminal de ScHal3 en la regulacién de
la fosfatasa Ppz1 e identificar posibles motivos estructurales requeridos para la misma.

53






6. Resultados

55






RESULTADOS

6.1. Analisis comparativo de las fosfatasas tipo 1 y las

fosfatasas tipo Z.

En este capitulo se mostraran los resultados obtenidos del estudio de los residuos
D566 y D615 de Ppz1. Este estudio deriva del trabajo bioinformatico realizado por el Dr.
Antonio Casamayor y los experimentos de entrecruzamiento quimico realizados por el
Dr. Diego Veldzquez (Casamayor et al, 2022). Tras el andlisis de los datos de los
experimentos de entrecruzamiento se observé que la lisina 90 de ScHal3, un residuo
altamente conservado en la extension N-terminal de las proteinas homodlogas de ScHal3,
se unia covalentemente con el residuo K584 de Ppzl. Cuando se localiza este
aminodcido en nuestro modelo de Ppz1, aparece muy cerca de los residuos D566 y D615
(Figura 8). Cuando Ppz1 se compara con la fosfatasa Glc7, estos dos residuos alinean con
los aminoacidos K210 y K259 de Glc7. Se trata, por lo tanto, de dos cambios no
conservativos que provocarian que la carga de esta region cambie dastricamente.

Figura 8. Modelo del dominio C-terminal de Ppz1. El residuo K584, el cual se unia covalentemente con el
residuo K90 de ScHal3 en los ensayos de entrecruzamiento, aparece sefialado y coloreado en cian Los
residuos D566 y D615 de Ppz1 (mutados en este trabajo) aparecen sefialados y coloreados en rojo. En
amarillo, residuos cataliticos. (imagen modificada de (Casamayor et al, 2022)).
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6.1.1. El andlisis mutagénico demuestra que el residuo D615 de
Ppz1 juega un papel clave en la regulacion de Ppz1.

Partiendo de los datos descritos en el apartado anterior se decidié generar tres
versiones de la fosfatasa Ppz1 con las siguientes mutaciones: D566K, D615K y la doble
mutacion D566K D615K, para mimetizar los residuos de lisina presentes en las
posiciones equivalentes de las fosfatasas de tipo 1. Estas versiones se expresaron en
levadura bajo el control de su propio promotor utilizando el plasmido pRS316
(centromérico). Una vez transformadas las levaduras se procedié a realizar ensayos de
inmunodeteccién para asegurarnos de que todas las versiones se expresaban a niveles
similares (Figura 9).

ppzlA

Figura 9. Inmunodeteccion de las versiones
de Ppzl expresadas en S. cerevisiae. Las
cepas se transformaron con los plasmidos
pRS316 indicados. Se prepararon los extractos
proteinicos y los niveles de expresion de las
diversas versiones de Ppzl se examinaron
130 - mediante ensayos de inmunodeteccion
; (panel superior), utilizando anticuerpos anti-
100- | o S — 4sz‘| Ppz1 como se describe en el apartado 4.8. de

' Materiales y Métodos. Panel inferior: seccion
de membrana de PVDF tefiida con rojo
Ponceau para monitorizar la carga y la
eficiencia de la transferencia.

BY4741

Ppz1

D566K

D615K

D566K D615K

70 -

55 -

Una vez comprobado que todas las versiones se expresaban de manera equivalente
se procedio a realizar ensayos de crecimiento en medio sdlido. Como se muestra en la
Figura 10, la transformacion con el plasmido que contiene la fosfatasa nativa provoca
una disminucién de la fuerte tolerancia a los cationes de litio caracteristica del mutante
ppz1A. En comparacion con las células que expresaban la Ppz1 nativa, las levaduras que
expresaban la version D566K eran mas tolerantes a cationes litio, mientras que las que
expresaban la version D615K mostraban una ligera pérdida de tolerancia. Las levaduras
gue expresaban el doble mutante presentaron un fenotipo intermedio respecto a las
dos mutaciones simples, con una tolerancia similar a la de las células con la versién
nativa.
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pRS316  Cepa

Figura 10. Caracterizaciéon de las
(1) WT . ‘ ’ ® & versiones mutadas de Ppzi:
ensayos de tolerancia a Li* en
Q medio sélido. Se transformé la cepa
PP71 DBY746 silvestre (WT) y su derivada
ppz1A con los vectores indicados. Se
realizaron ensayos de crecimiento
en medio sélido en placas SC-URA
con o sin LiCl (100 mM). @, plasmido
vacio. Fotografias tomadas después
de seis dias de crecimiento.

PPz1P>%ek  ppz1

PP71 D615K

PPZ1 D566 Ke15D

Para continuar explorando si estos residuos eran una caracteristica diferencial
entre las fosfatasas PP1y las Ppz, se transformd la cepa JA100 mutante para el gen s/t2A
(JC10) con los plasmidos pRS316 que contenian el gen PPZ1 y sus variantes. Mediante
un ensayo de crecimiento en medio liquido (Figura 11) se observé que la expresién de
la fosfatasa Ppz1 mejord el crecimiento de las células mutantes s/t2A en presencia de
cafeina a una concentracién de 2 mM, aunque sin igualar el de la cepa silvestre. Este
efecto también se observé en las células que expresaban las versiones D566K y el doble
mutante (D566K D615K). Sin embargo, las células que expresaban la version mutada
D615K presentaron un mayor crecimiento que las que expresaban la version nativa, e
incluso ligeramente mayor que la cepa silvestre, acercandose al crecimiento de la cepa
CCV186 (mutante s/t2A hal3A). Estos resultados sugieren que la versién D615K provoca
qgue la fosfatasa Ppzl esté anormalmente activa, mientras que la mutacién D566K
provoca el efecto contrario.

kel Figura 11. Ensayos de crecimiento en medio

1.4 _ liquido de las versiones mutadas de Ppzl. Las
7
| cepas JA100 (genotipo silvestre, barra sin
T colorear), JC10 (s/t24, barras grises) y CCV186
§ 1 = (slt2A hal34, barra rayada) se transformaron
a 1,0 con los plasmidos indicados y se cultivaron en
c 08 _ medio liquido en presencia de cafeina 2 mM
-g ! (ODsoo inicial = 0,004). El crecimiento se midid
2 0,6 1 cada 30 min en un aparato BioScreen C
% (ThermoFisher Scientific). Se representa la
o 0,4 - ODsoo obtenida tras incubar 24 h las células. Los
O 02 1 datos son la media + ESM de tres clones
! independientes cultivados al menos por
0 duplicado. *, p < 0,01; **, p < 0,001; ***, p <

0,0001.

Ppz1
D566K
D615K

Q

D566,615K
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Con el fin de profundizar mas en la causa de estos fenotipos, se realizé una
caracterizacidn in vitro de estas fosfatasas. Para ello, se expresaron de manera
recombinante en E. coli como proteinas de fusidn con GST. Tras la purificacién por
afinidad, las fosfatasas unidas a resina de glutatién-sefarosa se utilizaron como cebo
para realizar ensayos de interaccion con extractos proteinicos de levadura provenientes
de la cepa IM021 (ppz1A hal34), que contenian ScHal3 marcado con una etiqueta 3xHA
(Figura 12). Tras procesar las muestras como se indica en el apartado 4.12.2. de
Materiales y Métodos y realizar una inmunodeteccién de ScHal3, se observé que
ninguna de las mutaciones provocaba una pérdida de la capacidad de interaccién con
ScHal3.

Figura 12. Ensayos de interaccion de las

- % u!-; %% versiones mutadas de Ppz1 con ScHal3. Se
3 N % o %5 utilizé 8 pug de GST-Ppzl1 unida a 100 pl de
o O QO oo resina como cebo de las diferentes
versiones de ScHal3 expresadas mediante
130- el vector pWS93 en la cepa IM021 (ppz1A
hal34); @, pldsmido vacio. Tras el lavado de
100 la resina, las muestras se resolvieron por
. _ SDS-PAGE (geles al 8%). Las versiones de
- .. - - <« 3xHA-Hal3 ScHal3 marcadas con una etiqueta 3xHA se
70- detectaron por inmunodeteccién (panel
superior). La membrana se tifio con rojo
Ponceau para evaluar la carga de la

130 fosfatasa fusionada a GST (panel inferior).

' . - ¢
100

Para finalizar la caracterizacidn in vitro, eliminamos la regién GST de las fosfatasas,
y realizamos ensayos de inhibiciéon por ScHal3 (Figura 13). La versidon que presenta la
mutacion D566K fue inhibida igual que la fosfatasa nativa, a diferencia de la version
D615K, que presentd una clara resistencia a la inhibicion. La versidon doble mutante
(D566K D615K) tuvo un comportamiento intermedio. Estos datos concuerdan con los
obtenidos en los ensayos fenotipicos (Figuras 10 y 11), indicando que el residuo D615
puede ser un elemento estructural clave en la inhibicion de la fosfatasa mediada por
ScHal3. Dado que la versidon mutada en el residuo D566 es inhibida de igual manera que
la Ppz1 nativa, pero su expresidn en S. cerevisiae presenta unos fenotipos achacables a
una funcion deficiente in vivo, se determind la actividad especifica de las diferentes
versiones de la fosfatasa expresadas de manera recombinante. Encontramos que, en
comparacion con la Ppz1 nativa, la versién D566K aparecia de manera sistematica
ligeramente menos activa (81,5 % + 8,2, n = 3), mientras que la variante D615K era
indistinguible de la fosfatasa nativa (99,3 + 1,3, n = 3). Por lo tanto, una menor actividad
catalitica de la version D566K podria explicar los resultados obtenidos en los ensayos
fenotipicos. El comportamiento intermedio in vivo de la versidn doble mutante podria
explicarse por un efecto compensatorio de ambas mutaciones.
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Figura 13. Ensayos de inhibicion de la
actividad fosfatasa de las versiones
mutadas de Ppzl. Las diferentes
versiones de Ppzl (o, nativa; m,
D566K; @, D615K; A, D566K D615K)
se incubaron con cantidades
crecientes de ScHal3 expresado en
bacterias. Los datos se representan
como el porcentaje de actividad de
fosfatasa en ausencia de inhibidor y
corresponden a la media £ ESM de al
menos tres ensayos independientes,
utilizando dos preparaciones
diferentes de cada proteina.
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6.2. Estudio del nucleo hidrofébico de las proteinas AtHal3
y ScHal3

En el presente apartado se expondrdn los resultados derivados del estudio del

nucleo hidrofébico de las proteinas AtHal3 y ScHal3. Este trabajo se realizé en
colaboracién con el Dr. Erick Strauss (Stellenbosch University, Republica Sudafricana).
Resultados procedentes, por un lado, del alineamiento de multiples proteinas con
actividad PPCDCy de proteinas similares a ScHal3 y, por otro, del estudio de la estructura
tridimensional del enzima PPCDC de A. thaliana, indicaban que gran parte de la interfaz
entre los mondmeros que conforman los complejos PPCDC se crea por la interaccién de
las hélices a4 y a5 (Figura 14A y 14B). En la citada interaccién se encuentran implicados
tres residuos contiguos: 115-117 en AtHal3 y 403-405 en ScHal3 (corchete verde de la
Figura 14A). Estos residuos quedan muy cercanos unos de otros en el espacio central
creado por los monémeros. Es destacable que el residuo L117 de AtHal3 (L405 de
ScHal3) esta fuertemente conservado o cambia a otro residuo también hidrofdbico y
voluminoso. Esto sugiere que podria ser un determinante importante en la formacion
y/o mantenimiento del trimero PPCDC. En la posicion 116 de AtHal3 esta siempre
conservado un residuo de glicina, debido seguramente a las restricciones estéricas para
la formacion del loop, mientras que la posicion 115 (403 en ScHal3) es mas variable. En
ScHal3 la regién del loop consiste en L-G-L y, basandonos en un modelo generado para
ScHal3, deberia formar un nucleo hidrofébico muy compacto (Figura 14C). Tras este
analisis consideramos que estos residuos podrian jugar un papel central en el proceso
de trimerizacion de los complejos PPCDC. Por ello decidimos explorar esta hipdtesis
mediante un analisis mutacional comparativo.
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Figura 14. Andlisis comparativo de los residuos de AtHal3 y ScHal3 mutados en este capitulo. A)
Alineamiento de diversas proteinas PPCDC y homologas a ScHal3, comprendido entre los residuos 82-132
de AtHal3 (UniProt Q9SWES), en el que se indican los correspondientes motivos de estructura secundaria
de la estructura de AtHal3 (PDB id 1IMVN). Los residuos en los que se centrd este trabajo estan marcados
con un corchete verde. Las secuencias alineadas son: CoaC humana (HsCoaC; Q96CD2); CoaBC de
Lactobacillus plantarum (LpCoaBC, 7V924), CoaBC de Agrobacterium tumefaciens (AtCoaBC, F7U4AS8),
CoaBC de Escherichia coli (EcCoaBC, POABQO), CoaBC de Xylella fastidiosa (XfCoaBC, Q87F20), Hal3 de S.
cerevisiae (ScHal3, P36024), CaCab3 de C. albicans (CaHal3, AOA1D8PKD2), ScCab3 de S. cerevisiae
(ScCab3, P36076), C. albicans Cab3 (CaCab3, Q5A868), CNAG_07348 de C. neoformans (Cn_07348,
JOVGI2). B) Estructura del trimero de AtHal3 obtenida por cristalografia de rayos X (PDB, 1MVN), cada
mondmero se muestra de diferente color. La secuencia mostrada en la imagen A se muestra en formato
cartoon para resaltar su posicidn y participacion en el mantenimiento de la parte central del trimero. Los
paneles central y derecho (en el que, por claridad, solo se incluyen 2 mondmeros) muestran ampliada la
zona central del trimero, indicando las posiciones de las hélices a4 y a5 de los mondmeros, asi como las
posiciones de los residuos L117 y G115 (formato de barra o stick). El cofactor FMN se muestra en formato
de barra coloreado en funcidn de sus atomos. C) Ampliacion de la region central de un modelo del trimero
de ScHal3, construido en base a la estructura de AtHal3. Los mondmeros se muestran en diferentes
colores y se indica la identidad de las hélices. Los residuos L403 y L405 de los mondémeros estan en formato
de barra (tomado de Santolaria et al. 2018).
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6.2.1. Analisis de los mutantes de AtHal3

Basandonos en la hipdtesis descrita en el apartado anterior decidimos mutagenizar
el residuo L117 de AtHal3 por un residuo de acido glutdmico, ya que este presenta un
tamafio similar, pero es polar y esta cargado negativamente en condiciones fisioldgicas,
con el objetivo de interrumpir cualquier interaccion hidrofébica en la que el residuo 117
de AtHal3 pudiera estar implicado. También se realizé una segunda mutacién de la
posicién 115 sustituyendo la glicina por una asparagina, un residuo mas voluminoso que
deberia afectar al plegamiento de la region. Se transformaron células de S. cerevisiae
con estas variantes clonadas en el vector pWS93, bajo el promotor constitutivo del gen
ADH1,y se comprobé el nivel de expresidn de las versiones mutadas, observandose que
ambas se expresaron a un nivel similar al de la proteina nativa (Figura 15).
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Las células de S. cerevisiae transformadas se sometieron a ensayos de crecimiento
en medio sdlido (Figura 16). Como se describido en (Espinosa-Ruiz et al, 1999), la
sobreexpresién de AtHal3 aumenté ligeramente la tolerancia a la toxicidad de los
cationes litio. Las versiones mutadas presentaron un fenotipo similar a la versidon nativa.
Sin embargo, ni la versidon nativa ni las versiones mutadas consiguieron imitar el efecto
nocivo de la sobreexpresién de ScHal3 en los ensayos realizados en placas
suplementadas con cafeina, ni tampoco confirieron hipertolerancia a NaCl.
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Figura 16. Caracterizacion fenotipica de las versiones mutadas de AtHal3. Los diferentes vectores pWS93
se introdujeron en la cepa BY4741y en el mutante hal34, y se realizaron ensayos de crecimiento en medio
sélido en placas SC-URA", suplementadas con NaCl (1 M), LiCl (150 mM) o cafeina (8 mM). Fotografias
tomadas 48 h tras la siembra.

Posteriormente investigamos si las mutaciones introducidas en AtHal3 podrian
afectar la capacidad de esta proteina para formar trimeros in vitro. Con este fin,
expresamos las proteinas recombinantes en E. coli como fusiones GST. Estas proteinas
se purificaron como se indica en el apartado 4.10. de Materiales y Métodos, para
finalmente eliminar el dominio GST. Las muestras se trataron con glutaraldehido para
unir covalentemente aquellos residuos de lisina que estuvieran espacialmente cercanos.
En todos los casos el tratamiento de entrecruzamiento mostré la aparicién de una banda
ancha en torno a los 70-80 kDa, compatible con la generacién de trimeros de AtHal3
(masa molecular esperable de 69 kDa) (Figura 17), por lo que podemos concluir que
estas mutaciones no afectan a la capacidad de AtHal3 para trimerizar.

G115N
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Figura 17. Ensayos de entrecruzamiento de las versiones de AtHal3. Se incubé 1 ug de AtHal3 nativo o
sus versiones mutadas con glutaraldehido (0,01% concentracién final; GA, +) o con solvente (-). Se
resolvieron las muestras mediante SDS-PAGE (gel al 10% de acrilamida), tras lo cual se realizo la tincion
con Azul de Coomassie. La flecha indica la movilidad del monémero y la barra vertical sefiala la regién (70-
80 kDa), donde aparece el previsible homotrimero tras el tratamiento. Se observa la presencia de una
proteina contaminante de origen bacteriano (=70 kDa), correspondiente a DnaK.
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La presencia de FMN es esencial para la funcién PPCDC, por lo que decidimos
verificar la presencia o ausencia del cofactor en las versiones mutadas de AtHal3. Para
ello, concentramos las preparaciones de proteina recombinante y las sometimos a un
rastreo espectrofotométrico, ya que el cofactor FMN oxidado presenta dos picos de
absorcion caracteristicos a 382 y 452 nm. Como se muestra en la Figura 18A, todas las
versiones de AtHal3 presentaron los picos de absorcidn tipicos de la flavina, indicando
gue esta molécula estaba presente en las muestras. Consideramos también que dichas
mutaciones podian afectar a la estabilidad de la proteina, por lo que decidimos realizar
un ensayo de desnaturalizacidén de las versiones de AtHal3. Para ello se siguid la curva
de desnaturalizacidon por temperatura de las diferentes versiones, midiendo la pérdida
de fluorescencia de las muestras provocada por la exposicion de los residuos de
triptéfano al solvente (Figura 18B). Ambas versiones mostraron curvas bifdsicas, al igual
gue la proteina nativa. Este perfil seguramente sea el resultado de una desnaturalizacién
en dos etapas, perdiendo primero la estructura oligomérica (que nuestro grupo
demostré que se acompafia de la pérdida del cofactor FMN (Abrie et al, 2015)) y una
segunda etapa que se relaciona con la pérdida de estructura terciaria. Sin embargo, a
diferencia de la versién nativa, que presentd el aumento de la fluorescencia alrededor
de los 80°C, las versiones mutadas mostraron un aumento de la fluorescencia a una
temperatura menor, a partir de los 55-60 °C. Estos resultados indican que las variantes
mutadas forman homotrimeros que son menos estables que la version nativa de AtHal3.

A B
14
L —— AtHal3 wt O
08 t - — AtHaBB L117E S
14 @
@ { | N
g - ¥/ AtHal3 L403N L40SE ‘g
g osdl 5
g ]t ! 2
E v/ 2
? 1L ? 4
2 0.4 ’;_‘.f 5 04 —— AtHal3 wt
c
0 - -
0z - S 02 AtHal3 L117E
S e AtHal3 G115N L117E
0 T T a— 0 +—/—"T—7—7T" " """
300 400 500 600 25 35 45 55 65 75 85 95
Longitud de onda (nm) Temperatura (°C)

Figura 18. Caracterizacion in vitro de las versiones de AtHal3. A) Espectro UV-Visible de las preparaciones
de AtHal3. Se muestra los dos picos caracteristicos de la molécula de FMN oxidada (382 y 452 nm). Se
normalizd para el valor mas alto en cada muestra (tomado como unidad) debido a la diferencia de
concentracion. B) Analisis de la estabilidad estructural dependiente de temperatura de las versiones de
AtHal3. Se muestra el cambio en los valores normalizados derivados de los datos de fluorescencia de los
residuos de Trp al quedar expuestos al solvente. La longitud de onda de excitacion fue de 295 nmy la de
emision 338 nm, con una rampa de temperatura de 2 °C/min.
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La capacidad de formar homotrimeros es un requisito indispensable para generar
un enzima PPCDC activo. Por ello, especulamos que las versiones mutadas de AtHal3
deberian ser funcionales. Para probar esta hipdtesis, transformamos la cepa MAR25, un
heterocigoto diploide para la delecion cab3, con los plasmidos pWS93 que contenian la
region codificante del gen AtHAL3 nativo y sus versiones. Se provocé la esporulacion de
las células y se realizé6 un analisis de las tétradas obtenidas. Como se explicd en la
Introduccidn, la mutacion cab3A es letal, por lo que, tras la esporulacién de las células
transformadas con pWS93, sélo aquellas esporas que contengan la copia cromosdmica
del gen CAB3 serdan viables (Figura 19, primer panel). Las esporas resultantes de las
células transformadas con el plasmido pWS93-ScCab3 se utilizaron como control
positivo (Figura 19, segundo panel), generando cuatro esporas viables. Como control
positivo adicional se utilizo el plasmido pWS93-AtHal3 que, en estudios previos (Ruiz et
al, 2009), se demostro que puede remplazar funcionalmente a ScCab3. Como se muestra
en la Figura 19 (tercer panel), se generaron también cuatro esporas viables. El andlisis
de las esporas de las células transformadas con los plasmidos que contenian las
versiones mutadas de AtHal3 mostré un resultado igual al de los controles positivos.

plasmido

G115N
pWS93 ScCab3 AtHal3 L117E L117E

Cepa MAR25 (CAB3/cab3)

Figura 19. Analisis de tétradas de la cepa MAR25. Cultivos de la cepa MAR25 (CAB3 / cab3) transformada
con el plasmido pWS93 conteniendo AtHal3 y sus derivados indicados en la parte superior, se sometieron
a esporulacion y a diseccion de las tétradas resultantes. El crecimiento de las 4 esporas indica que la
proteina expresada es capaz de remplazar in vivo a ScCab3, y conserva la funcién PPCDC.
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Las versiones de AtHal3 se sometieron a un segundo analisis de tétradas utilizando
la cepa AGS4 (HAL3 / hal3A VHS3 / vhs34). La doble mutacidn hal3A vhs3A es sintética
letal por lo que, cuando se provoca la esporulacién de esta cepa, solo seran viables
aquellas esporas que contengan la copia cromosdmica del gen HAL3, VHS3 o de ambos.
Tras la transformacion y esporulacién de las células que contenian los plasmidos pWS93
portadores de las versiones mutadas de AtHal3, se comprobd si se recuperaban esporas
dobles mutantes (hal3A vhs34), dado que esto indicaria que estas versiones de AtHal3
forman enzimas PPCDC funcionales. Se utilizaron como control negativo células
transformadas con el vector vacio (@) y, como controles positivos, transformantes con
los plasmidos pWS93-ScHal3 y pWS93-AtHal3. Tras el andlisis de 12 a 35 tétradas, segun
el caso, se observd el mismo resultado que en el experimento anterior: la
transformaciéon con las versiones de AtHal3 complementa la doble mutacion hal/3A
vhs3A, permitiendo el crecimiento de las esporas dobles mutantes (Tabla 3).

Tabla 3. Andlisis de tétradas de la cepa AGS4. Las células transformadas con el plasmido pWS93
y sus derivados, indicados en la primera columna, se sometieron a esporulacion y a la diseccidn de las
tétradas resultantes. Para identificar el genotipo, tras el crecimiento de las esporas se realizaron réplicas
en placas con los marcadores correspondientes, presencia de LEU2 para la mutacién hal34 y resistencia a
G418 (geneticina) para la vhs3A.

pWS93 n.° de Tétradas Complementacidn
1) 12 NO
ScHal3 35 Sl
AtHal3 29 S
AtHal3 L117E 27 Sl
AtHal3 G115N L117E 15 S
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Estos resultados indicaron que ninguna de las mutaciones afecté a la funcion de
AtHal3 en la biosintesis de CoA. Para cerciorarnos completamente de ello,
transformamos la cepa de E. coli BW396 con las diferentes versiones clonadas en el
pldsmido pGEX-6P-1, que permite su expresidon en esta bacteria. Esta cepa presenta la
mutacion dfp-707* que suprime la actividad PPCDC cuando las células se cultivan a 37
°C. Como se muestra en la Figura 20, la presencia del plasmido vacio o del plasmido que
contiene el gen ScHAL3 no permitié el crecimiento a 37 °C. Por el contrario, como se
habia descrito previamente en (Ruiz et al, 2009; Kupke, 2001), expresar la proteina
AtHal3 nativa complementa la mutacion dfp-707%. También se observo crecimiento a la
temperatura restrictiva de las células transformadas con las versiones AtHal3 L117E y
G115N L117E, lo que confirma que estas mutaciones no alteran la funcién PPCDC
normal.

37°C

Figura 20. Ensayos de sensibilidad a temperatura de la cepa de E. coli BW396. Se transformé la cepa
BW396 (dfp-707%) con el plasmido pGEX-6P-1 vacio (1) como control negativo, o portando la regién
codificante de los genes AtHAL3 (2) como control positivo, SCHAL3 (3), o las versiones mutadas del gen
AtHAL3 L117E (4) y G115N L117E (5). En la parte superior se indica la temperatura a la que se incubaron
las placas durante 24 h, 30 °C (temperatura permisiva) o 37 °C (temperatura restrictiva).
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6.2.2. Caracterizacion funcional de las versiones de ScHal3 in vivo
como inhibidores de Ppz1.

Continuando con la hipdtesis descrita en el apartado 6.2., decidimos introducir
mutaciones similares a las de AtHal3 en ScHal3. Se cambié la leucina 405 por acido
glutdmico (imitando la versién AtHal3 L117E), mientras que el residuo leucina 403 (que
en AtHal3 es una glicina) se cambid a asparagina, debido a que es el residuo que ocupa
esa posicidn en ScCab3, ya que en estudios previos (Olzhausen et al, 2013) se demostro
qgue la oligomerizacion de ScCab3 se producia a través de la region N-terminal, no
estando implicado el dominio PD. Se preparé, ademas, una versién que contenia ambas
mutaciones. Estas versiones se construyeron en plasmidos pWS93 (expresion en
levadura) y pGEX-6P-1 (expresidon en bacteria). Una vez introducidas en levadura se
comprobé su nivel de expresién mediante inmunodeteccién. Como se muestra en la
Figura 21, todas las versiones se expresan a niveles similares que el ScHal3 nativo.
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kDa @ - - - de ScHal3 expresadas en S. cerevisiae. Las
100- - cepas se transformaron con los plasmidos
70- ———— | <— 3xHA-ScHal3 pWS93 indicados. Se prepararon los extractos
55- proteinicos y los niveles de expresion de las
40- diversas versiones de ScHal3 se examinaron
100- mediante ensayos de inmunodeteccién igual
70- que en la Figura 15.
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Las células de S. cerevisiae transformadas con los plasmidos pWS93 se sometieron
a ensayos de crecimiento en medio sélido (Figura 22). Como controles se utilizaron
células de la cepa BY4741 transformada con el pldsmido pWS93 vacio (@, control
negativo) y con el plasmido pWS93-ScHal3 (control positivo). Las células transformadas
con las versiones de ScHal3 no mostraron ninguna diferencia de crecimiento respecto a
las transformadas con la versién nativa en las placas que contenian LiCl. Cuando se
suplementd las placas con cafeina la versién mutada en la leucina 403 presentd una
pérdida de crecimiento indistinguible de la version nativa. Sin embargo, tanto la versién
que contiene la mutacién L405E como el doble mutante exhibieron un mayor
crecimiento que la version nativa, similar al crecimiento del control negativo. Estos
resultados indican que la mutacion LA05E afecta especificamente ciertas funciones de la
proteina y que, debido a que el efecto de ScHal3 sobre la tolerancia a cafeina y Li* esta
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relacionado con la inhibicion de Ppz1, debe conllevar una pérdida en la capacidad de
ScHal3 de regular a la fosfatasa.

Cafeina (mm) LiCl (mm)
Cepa  Plasmido 6 8 150 200 400
WT e &
g L ;
ScHal3 [}
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Figura 22. Caracterizacion funcional de las versiones mutadas de ScHal3. La cepa BY4741 y su derivada
hal3A se transformaron con los vectores pWS93 indicados y se realizaron ensayos de crecimiento en
medio sélido en placas SC-URA, que contenian las concentraciones indicadas de cafeina o LiCl. Fotografias
tomadas 48 h tras la siembra.

6.2.3. Caracterizacion in vitro de las versiones de ScHal3

La diferencia en los fenotipos observada en el apartado anterior podia ser debido
a una pérdida de la capacidad inhibitoria de la fosfatasa o a una menor capacidad de
interaccion. Para discernir entre estas dos posibilidades se expresaron de manera
recombinante en E. coli las tres versiones mutadas de ScHal3, asi como la fosfatasa Ppz1
y su dominio catalitico (Ppz1-Cier), a las cuales se elimind el dominio GST. En primer lugar,
se realizaron ensayos de inhibicion de la fosfatasa y de su dominio catalitico (Ppz1-Cier).
Como se muestra en la Figura 23, la mutacidon L403N no tuvo ningun efecto en la
capacidad de inhibicién sobre la fosfatasa completa o sobre el dominio catalitico,
mientras que las versiones que presentan la mutacién L405E mostraron una menor
capacidad inhibitoria, siendo mas acentuada en los ensayos realizados con la versién
completa de Ppz1.

100 100
e 1 Ppz1-Cter
o 80 80
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Versiones de ScHal3 (exceso molar)

Figura 23. Ensayos de la capacidad inhibitoria de las versiones de ScHal3. Se incubaron 10 pmoles de la
fosfatasa Ppzl o de su dominio catalitico (Ppz1-Cter) con cantidades crecientes de ScHal3 nativo (o), o sus
versiones (e, L403N; m, L405E; A, L403N L405E). Los datos se representan como porcentaje de la actividad
de las preparaciones enzimaticas sin inhibidor y corresponden a la media + ESM de 4 a 8 experimentos
independientes.
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Dado que la pérdida de la capacidad inhibitoria de las versiones mutadas en el
residuo L405 podia ser resultado de una pérdida de la capacidad de unidn, decidimos
realizar ensayos de interaccidén entre las diferentes versiones de ScHal3 y la fosfatasa
Ppzl. En estos ensayos se utilizé como cebo la fosfatasa Ppz1 o su dominio catalitico
(Ppz1-Cier) fusionadas a GST y unidas a resina de glutatién-sefarosa tal y como se
describe en el apartado 4.12.2. de Materiales y Métodos. La proteina ScHal3 nativa y sus
versiones, portando una etiqueta 3xHA, fueron expresadas en la cepa de levadura IM021
(ppz1A hal34). Como se muestra en la Figura 24 (panel izquierdo), la mutacion del L4A03N
apenas afectd a la interaccidn con la fosfatasa. Sin embargo, la version L405E y el doble
mutante (L403N L405E) mostraron una pérdida considerable de interaccién, de
alrededor de un 50% respecto a la version nativa (Figura 24, panel inferior izquierdo).
Esta pérdida de interaccidn se vio acrecentada cuando se utilizé como cebo el dominio
catalitico de Ppz1 (Ppz1-Cier) (Figura 24, panel derecho). Estos resultados muestran que
la pérdida de capacidad inhibitoria de las versiones que contienen la mutacion L405E
puede ser debida a una menor capacidad de interaccion con la fosfatasa Ppz1.
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Figura 24. Ensayos de interaccion de las versiones de ScHal3. Se utilizaron 4 ug de fosfatasas fusionadas
a GST inmovilizadas en resina de glutation-sefarosa como cebo de las diferentes versiones de ScHal3
(pWS93) expresadas en la cepa IM021 (ppz1A hal34); ¢, plasmido vacio. Tras el lavado de la resina, las
muestras se resolvieron por SDS-PAGE (geles al 10%). Las versiones de ScHal3 marcadas con una etiqueta
3xHA se detectaron por inmunoblot (panel superior). La membrana se tifié con rojo Ponceau para evaluar
la carga de la fosfatasa fusionada a GST (panel medio). Los histogramas (panel inferior) muestran el
cociente de las cantidades relativas de ScHal3 obtenidas frente a la cantidad de GST-Ppzl recuperada,
calculado a partir de la integracion de la sefial de quimioluminiscencia de las versiones ScHal3 vy la
integracidon de las bandas correspondientes a GST-Ppzl o GST-Ppzl-Cir. Se presentan datos de 3
experimentos independientes que se muestran como media * desviacion estandar. *, p<0,05
determinado por prueba t de Student de dos colas.
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6.2.4. Estudio de la funcion PPCDC de las versiones mutadas de
ScHal3

Un hecho que nos llamé la atencidn cuando estdbamos caracterizando estas
versiones de ScHal3 como inhibidores de Ppz1 fue que al purificar ScHal3 recombinante
y sus variantes, la versidn nativa y la que presentaba la mutacion L403N eran amarillas
y, por el contrario, las dos versiones que presentaban la mutacién L405E no lo eran. El
color amarillento se debe a la presencia del cofactor FMN, por lo que su ausencia sugeria
que dichas versiones podian no contener este cofactor. Como se ha explicado
anteriormente, la presencia de FMN es esencial para la funcién PPCDC, por lo que
decidimos verificar la presencia o ausencia del cofactor en las citadas variantes, del
mismo modo que en la Figura 18A. Como se muestra en la Figura 25A, las versiones que
contienen la mutacién L405E no presentaron los picos de absorcidn tipicos de la flavina,
indicando que esta molécula no estaba presente en las muestras. Esta ausencia podria
deberse a cambios estructurales inducidos por la mutacion L405E, que a su vez podrian
verse reflejados en la capacidad de trimerizacidon. Consideramos también que dichos
cambios podian afectar a la estabilidad de la proteina, por lo que decidimos realizar un
ensayo de desnaturalizacién de las versiones de ScHal3, mediante la misma técnica que
en la figura 18B. La versidén L403N presentaba una curva de desnaturalizacién similar a
la de la proteina nativa, disminuyendo su fluorescencia entre los 25 y 45 °C, mostrando
una recuperacion entre los 55-60 °C y una caida marcada a partir de los 65 °C (Figura
25B). Sin embargo, las curvas de las versiones que incluyen la mutacidn L405E difirieron
de la versidn nativa: su fluorescencia cayd de manera continua desde el inicio del
ensayo. Estos resultados indican que estas versiones son menos estables que la versidon
nativa o que la que contiene la mutacién en el residuo L403.

A

— T
— | 403N

—_—
[§]
J

0.05

0.04 1.0

0.8
0.03

06
0.02 1

Absorbancia

0.4

0.01 4 02

Fraccién desnaturalizada (o) 0

. L] . L] - L] 0 L L] L] L] L L] L L] L L] L L] L]
300 400 500 600 25 35 45 55 65 75 85 95
Longitud de onda (nm) Temperatura (°C)

Figura 25. Rastreo espectrofotométrico y estudio de la estabilidad de las versiones de ScHal3. A)
Espectro UV-Visible de las preparaciones indicadas de ScHal3, mostrando los dos picos caracteristicos de
la molécula de FMN oxidada (382 y 452 nm). WT indica la version nativa de ScHal3. B) Analisis de la
estabilidad estructural dependiente de temperatura de las versiones de ScHal3. Ensayo realizado como
en la figura 18B.
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Por ultimo, evaluamos la capacidad de trimerizar de las diferentes versiones de
ScHal3. Las versiones recombinantes de ScHal3 se entrecruzaron con glutaraldehido, de
manera similar a lo que se hizo para las variantes de AtHal3 (Figura 17). En estos ensayos
se observd que la mutacion L403N no alterd la capacidad de la proteina para formar
trimeros. En cambio, las dos versiones que contienen la mutacién L405E no formaron
trimeros, si no que el entrecruzamiento provocd la formacién de complejos de muy alta
masa molecular, que no fueron capaces de penetrar en el gel de poliacrilamida (Figura
26A). Cuando se utilizd BS2G para el entrecruzamiento (Figura 26B), las versiones
mutadas en el residuo leucina 405 presentaron también estructuras de muy alto peso
molecular que, al igual que en el ensayo realizado con glutaraldehido no pudieron
penetrar en el gel, si bien una fraccién de las muestras permanecié en forma
monomérica. Aparecié también una banda difusa alrededor de 150 kDa que era
inespecifica, ya que se observé también en el carril correspondiente a la BSA, que se
utilizé como control negativo. Por ultimo, para confirmar la capacidad de trimerizacién
de estas versiones, muestras de proteina ScHal3 nativo recombinante y sus versiones se
sometieron a una cromatografia de exclusidn por tamafio. Como se muestra en la Figura
26C, la version nativa y la mutada en la leucina L403N eluyeron en la misma fraccién. Las
versiones mutadas en la leucina 405 eluyeron en dos fracciones, ambas diferentes de la
fraccién en la que eluyd la versidn nativa, una asimilable a la forma monomérica (aunque
esta fraccidn corresponde a un tamafio algo mayor que el esperado de un monémero,
quizds debido a la estructura desordenada de los dominios N-terminal y C-terminal) y
otra cercana al Vo, compatible con especies de muy alto peso molecular, que podria
corresponder a las especies que son incapaces de penetrar en el gel de poliacrilamida.
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Figura 26. Capacidad de trimerizacion de las versiones de ScHal3. A) y B) Entrecruzamiento in vitro de las
versiones de ScHal3. Las muestras se trataron como se describe en el apartado 4.12.1. de Materiales y
Métodos. Se indica con (+) en la parte superior de los geles las muestras tratadas con glutaraldehido (GA;
2 ug de proteina) o BS2G (20 pg de proteina). Tras el tratamiento se resolvieron las muestras mediante
SDS-PAGE (gel de poliacrilamida al 6%). Se visualizaron las muestras utilizando una tincién con azul de
Coomassie. Las flechas indican la aparicion de unas bandas de muy alto peso molecular. Las barras
verticales indican la region del gel correspondiente a 190 kDa (tamafio predicho para el homotrimero. C)
Las muestras indicadas se sometieron a una cromatografia de exclusién por tamafio. La Ao fue

monitorizada y se normalizd para el valor mds alto en cada muestra (tomado como unidad) debido a la
diferencia de concentracidn.
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Estos resultados encajan con los obtenidos en los ensayos de entrecruzamiento
quimico, indicando que la mutacién L405E provoca la pérdida de la capacidad de formar
trimeros y de retener la molécula de FMN, pudiendo comprometer su capacidad de
formar complejos PPCDC funcionales. Esta capacidad se estudié transformando la cepa
de levadura AGS4 (HAL3 / hal3A VHS3 / vhs3A) con los plasmidos pWS93 que expresan
las versiones de ScHal3. Se indujo la esporulacion de los transformantes y se analizaron
de 18 a 35 tétradas para determinar si estas versiones de ScHal3 eran capaces de
rescatar el fenotipo sintético letal provocado por la doble mutacién hal3A vhs3A (Tabla
4). Sorprendentemente, recuperamos esporas con este genotipo que contenian las
diversas versiones mutadas de ScHal3, incluidas aquellas que portaban la mutacién
L405E, lo que sugiere que todas las versiones de ScHal3 son capaces de formar
complejos PPCDC funcionales.

Tabla 4. Analisis de tétradas de la cepa AGSA4. La cepa AGS4 (HAL3 / hal3A VHS3 / vhs34) fue
transformada con los plasmidos pWS93 que contenian las diferentes versiones de ScHal3 indicados en la
primera columna. Los transformantes se sometieron a esporulacion y se diseccionaron las tétradas
resultantes. Para identificar el genotipo, tras el crecimiento de las esporas, se realizaron réplicas en placas
como las descritas en la Tabla 3.

pWS93- n.° de Tétradas Complementacion
1) 12 NO
ScHal3 35 !
ScHal3 L405E 39 !
ScHal3 L403G L405E 21 Si
ScHal3 L403N L405E 18 Si

Tras observar la funcionalidad de todas las versiones de ScHal3 quisimos verificar
gue éstas mantenian su capacidad de interaccion con ScCab3. Con este objetivo
expresamos de manera recombinante ScCab3 en E. coli como una proteina fusion con
GST vy la recuperamos mediante una purificacién por afinidad con resina de glutation-
sefarosa. Como se muestra en la Figura 27 todas las versiones fueron retenidas por la
proteina fusién GST-ScCab3 de una manera similar. Este resultado respalda los datos
obtenidos en el andlisis de tétradas en cuanto a que estas versiones de ScHal3 no tienen
afectada la capacidad de formar heterotrimeros funcionales con ScCab3.
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Figura 27. Ensayos de interaccion de las versiones de ScHal3 con GST-ScCab3. Se utilizaron 10 pg de
ScCab3 fusionado a GST e inmovilizado en resina de glutatién-sefarosa como cebo para las diferentes
versiones de ScHal3 (pWS93) expresadas en la cepa IM021 (ppz1A hal3A). Tras el lavado de la resina, las
muestras se resolvieron por SDS-PAGE (geles al 8%). Las versiones de ScHal3 marcadas con una etiqueta
3xHA se detectaron por inmunodeteccidn (panel superior); @, plasmido vacio. La membrana se tifié con
rojo Ponceau para evaluar la carga de Cab3 fusionado a GST (panel inferior).
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6.3. Mapeo funcional de la region N-terminal de ScHal3

Como se ha explicado en el apartado 3.6.1. de la Introduccién, la extension N-
terminal de ScHal3 es necesaria para una completa regulacion de Ppz1 (Abrie et al,
2012), por lo que esta region podria contener determinantes estructurales claves para
la interaccién y/o inhibicion de la fosfatasa. Con la finalidad de identificar las regiones
que pudieran ser relevantes para la regulacién de Ppz1, realizamos un mapeo funcional
de la regién N-terminal de ScHal3. Para ello nos basamos en dos diferentes tipos de
informacién. En primer lugar, en datos obtenidos a partir de los ya mencionados ensayos
de entrecruzamientos (cross-linking) in vitro entre las proteinas ScHal3 y Ppz1-Ceer
recombinantes (Casamayor et al, 2022). Como hemos comentado en el capitulo 1, estos
datos mostraban que, cuando ocurria la interacciéon entre Ppzl-Cier Yy ScHal3
recombinantes, varios residuos de lisina del dominio N-terminal de ScHal3, incluyendo
la Lys90, estaban fisicamente cercanos a residuos de lisina del dominio catalitico de Ppz1
(Ppz1-Cier) (Figura 28). Asimismo, observamos, mediante alineamientos, que la regién
67-110 de ScHal3 estaba conservada en proteinas homodlogas a Hal3, dotadas de
extension N-terminal y que correspondian a determinados grupos de hongos.
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Figura 28. Mapa bidimensional de las interacciones fisicas entre Ppzl1-Cir y ScHal3. Cada circulo
representa residuos de lisina espacialmente cercanos en los ensayos de entrecruzamiento quimico
(Casamayor et al, 2022).
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6.3.1. Estudio de diferentes deleciones en la region N-terminal de
ScHal3

Tras analizar la informacidn obtenida se decidid estudiar el papel de cinco regiones
especificas, comprendidas entre los aminodcidos 20-51, 67-110, 118-148, 209-227 y
248-256. Para ello se construyeron versiones de ScHal3 portadoras de estas deleciones
y, ademas, se realizaron dos deleciones adicionales dentro de la relativamente extensa
region 67-110 (67-93 y 94-110) (Figura 29).

n H
Bs-51| [ 67-110 | [ 118148 | 209-227 |
67-93__[04-110 248-256

Figura 29. Esquema de las regiones delecionadas en la extension N-terminal de ScHal3. Se representa la
region N-terminal de ScHal3 y en la parte inferior se muestran las regiones seleccionadas para su delecion.
Los numeros indican el primer y ultimo residuo eliminado.

Estas versiones de ScHal3 fueron clonadas en el pldsmido multicopia pWS93 y se
introdujeron en diversas cepas de levadura para evaluar, mediante analisis fenotipicos,
la capacidad de cada versién de inhibir la fosfatasa Ppz1l. A modo de comparacién,
incluimos en estos estudios construcciones ya caracterizadas (Abrie et al, 2012), que
expresaban versiones de ScHal3 sin la regién N-terminal (PD-Cier) 0 sin la extension N-
terminal ni la cola acida (PD). Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio
demostraron que las versiones PD-Cier Y PD de ScHal3 se expresaban a niveles inferiores
que la versién nativa, por lo que no podiamos descartar que las versiones con deleciones
parciales del dominio N-terminal presentaran el mismo problema de expresién. En
consecuencia, se procedid a estudiar los niveles de expresidon de cada versién mutada
de ScHal3. Se prepararon extractos proteinicos y los experimentos de inmunodeteccién
mostraron que todas las versiones con deleciones parciales del dominio N-terminal
presentaban unos niveles de expresion similares a los de la proteina nativa, a diferencia
de las versiones PD-Cier y PD, en las que se confirmd una menor expresion (Figura 30).
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A continuacidn, se realizaron ensayos de crecimiento en medio sélido para analizar
la capacidad de las versiones ScHal3 como inhibidoras de la fosfatasa Ppz1l. Como se ha
descrito en la Introduccion (apartado 3.4.) y se muestra en la Figura 22, la
sobreexpresion del ScHal3 nativo confiere una menor tolerancia a cafeina, e incrementa
la tolerancia a cationes téxicos como es el caso del litio. En los ensayos de crecimiento
en medio sélido se puede observar que varias de las versiones mutadas presentan
fenotipos similares a la sobreexpresion del ScHal3 nativo (Figura 31). Por el contrario,
las versiones delecionadas en la regidon 67-110 y las dos versiones carentes de la
extension N-terminal no alteran la tolerancia a cafeina y no incrementan la tolerancia a
cationes de litio. Estos fenotipos son compatibles con una pérdida de la capacidad
reguladora de Ppzl. Cuando se verificd el efecto de la sobreexpresion de las variantes
de ScHal3 en una cepa s/t2A, en la que ScHal3 nativo induce un fenotipo litico, se observd
que las células transformadas con los plasmidos que contenian las versiones
delecionadas en la region 67-110, asi como las que carecian por entero de la regién N-
terminal crecian perfectamente en ausencia de soporte osmético (Figura 31, panel
derecho). Este resultado es congruente con una pérdida de la capacidad reguladora
sobre Ppzl.

Debido a que todos los fenotipos probados estdn relacionados con el papel de
ScHal3 como regulador de Ppz1, estos resultados indicaban que la regién 67-110 debia
contener determinantes claves para la regulacidon de Ppz1. Sin embargo, por lo que se
refiere a las versiones PD-Cier y PD, su menor expresion nos impedian sacar conclusiones
relevantes a partir de los ensayos fenotipicos realizados.

Cepa Plasmido Cafeina (mM) LiCl (mM) Cepa

+ Sorbitol

BY4741 @

hal3A @
Hal3
A39-51
ABT-93
A67-110

BY4741

A94-110 slt24
A118-148
A209-227
A248-256

PD-Cter

PD

BY4741

Figura 31. Efectos sobre la tolerancia a litio y cafeina de diversas deleciones en la extension N-terminal
de ScHal3. La cepa BY4741 y sus versiones mutantes hal3A y slt2A se transformaron con el plasmido
pWS93 vacio (@) o portando el gen ScHAL3 y sus versiones delecionadas. Los cultivos se depositaron en
placas SC-URA" con diferentes concentraciones de cafeina o LiCl, como se describe en Materiales y
Métodos (apartado 4.4.1). En los ensayos realizados en la cepa mutante slt2A se afiadié un 10% de
sorbitol, que actia como soporte osmatico, para el control positivo de crecimiento. Fotografias tomadas
3 dias después de la siembra.
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Por otra parte, la sobreexpresion de Ppz1 causa un bloqueo del crecimiento de las
células de S. cerevisiae, y este efecto es revertido cuando se sobreexpresa ScHal3.
Aprovechamos esta capacidad para comprobar si las versiones delecionadas de ScHal3
eran capaces de mimetizar el efecto de ScHal3 nativo. Se realizaron ensayos de
crecimiento en medio sdlido utilizando la cepa ZCZ01 (que expresa Ppzl bajo el
promotor fuerte inducible GAL1-10), la cual es incapaz de crecer cuando se induce la
expresion de Ppz1l mediante la adicidén de galactosa en el medio de cultivo. En estas
condiciones, las células transformadas con el plasmido que contiene ScHal3 nativo son
capaces de restablecer su crecimiento. Este efecto beneficioso es reproducido por todas
las versiones mutadas de ScHal3, a excepcién de las versiones que presentan una
delecion comprendida entre los residuos 67-110 (Figura 32).

Cepa Plasmido Gal 1%
= Figura 32. Efecto de la sobreexpresion de ScHal3 y
BY4741 g [ sus versiones en la cepa ZCZ01. La cepa ZCZ01 se
%) ® transformo con los plasmidos pWS93 indicados y se
sembraron diluciones seriadas en placas de medio
Hal3 | sintético carente de uracilo y sustituyendo la
A39-51 [ glucosa por rafinosa (2%) como se describe en el
4.1. de Materiales y Métodos. Se indujo la
-~ ® apartado y j
A67-93 sobreexpresidon de Ppzl suplementando el medio
ZCZ01 AB7-110 L4 con galactosa (1%).
A94-110 |LJ
A118-148 |
A209-227 K
A248-256 |

La capacidad inhibitoria sobre la fosfatasa Ppzl de las versiones de ScHal3
delecionadas fue verificada mediante ensayos de inhibicidn in vitro. Para ello las siete
versiones de ScHal3, asi como la fosfatasa Ppz1 y su dominio catalitico, se expresaron
en E. coli como proteinas de fusién unidas a GST (Figura 33A) y se realizaron los ensayos
una vez eliminados las regiones GST. Como se observa en la Figura 33B (panel izquierdo)
la incubacién de la fosfatasa con ScHal3, a una relacién estequiométrica de 1 a 4,
consigue reducir la actividad fosfatasa hasta un 20% de la medida en ausencia del
inhibidor. Las versiones A67-93 y A94-110 reducen la actividad hasta un 50%
aproximadamente, y la versién A67-110, en las mismas condiciones, sélo consigue
reducir la actividad Ppz1 en un 30% aproximadamente. Las versiones A39-51 y A118-
148, por el contrario, presentaban una capacidad inhibitoria similar a la versién nativa,
y las versiones con deleciones mas cercanas al dominio PD (A209-227 y A248-256) eran
incluso ligeramente mas efectivas que la versidn nativa. Se realizaron también ensayos
para comprobar la capacidad inhibitoria de estas variantes sobre la actividad que
presenta el dominio catalitico de Ppzl (Ppz1-Cier). Sorprendentemente, en este caso
todas las versiones de ScHal3 presentaban una capacidad inhibitoria igual a la de la
versién nativa de ScHal3.
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Figura 33. Ensayos de inhibicion por ScHal3 y sus variantes por delecion de la actividad fosfatasa Ppz1.
A) Andlisis por SDS-PAGE (8%) seguida por tincién con azul de Coomassie de la proteina ScHal3 nativa
recombinante y sus versiones delecionadas expresadas en E. coli tras la eliminacién del dominio GST. Las
masas moleculares tedricas se indican en la parte inferior del gel. B) Capacidad inhibitoria de las diferentes
versiones de ScHal3 sobre la fosfatasa Ppzl (panel izquierdo) o Ppzl-Cier (panel derecho). La actividad
fosfatasa se midié como se describe en el apartado 4.11. de Materiales y Métodos, utilizando de 2 a 10
pmoles de Ppz1l o 5 pmoles del dominio catalitico de Ppzl. Los valores representados en la grafica son
medias + ESM de 4 a 7 ensayos, representandose como porcentaje de actividad fosfatasa respecto al
control sin inhibidor. Para estos ensayos se usaron al menos dos preparaciones diferentes de las fosfatasas
e inhibidores.
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6.3.2. Mapeo de la region 67-110 de ScHal3

Los resultados del apartado anterior mostraron que la regiéon 67-110 de ScHal3
juega un papel relevante en la funcién reguladora de Ppz1. Para tratar de identificar los
determinantes funcionales presentes en esta regidén, se generaron seis deleciones
adicionales entre los residuos 67 y 110 (A67-73, A67-80, A67-91, A90-98, A97-110 y
A105-110) (Figura 34A). Se comprobé que el nivel de expresidn de estas versiones era
similar a la versidn nativa mediante un ensayo de inmunodeteccion antes de realizar los
ensayos fenotipicos (Figura 34B).
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Figura 34. Expresion en S. cerevisiae de versiones de ScHal3 con diversas deleciones en la regién 67-110.
A) Esquema de los fragmentos delecionadas de la region 67-110 de ScHal3. B) Ensayo de
inmunodeteccion. Las cepas se transformaron con los plasmidos pWS93 indicados. Se prepararon los
extractos proteinicos y los niveles de expresion de las diversas versiones de ScHal3 se examinaron
mediante ensayos de inmunodeteccion igual que en la Figura 15.
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Estas versiones fueron sometidas a los mismos ensayos que las deleciones del
apartado anterior. En los ensayos de crecimiento en medio sélido solamente la delecidn
A105-110 se comportd como un ScHal3 nativo cuando se suplementd el medio con
cafeina o LiCl (Figura 35). El resto de las deleciones mostraron una pérdida de capacidad
inhibitoria de Ppz1 en el ensayo de cafeina. Sin embargo, solo las variantes con las
deleciones A90-98 y A97-110 fueron claramente incapaces de conferir un nivel de
hipertolerancia a cationes de litio similar al de la version de ScHal3 nativa, mientras que
el efecto de las deleciones A67-73, A67-80 y A67-91 fue mas limitado.

Cafeina (mM) LiCl (mM)
400

Cepa Plasmido

BY4741 (7]
hal3A %]
Hal3

AB7-73

AB7-80

BY4741|  A67-91
A90-98
A97-110
A105-110

Figura 35. Mapeo funcional de la region 67-110 de ScHal3 para los fenotipos de tolerancia a cafeina y
litio. Las cepas indicadas que contenian las diferentes construcciones fueron analizadas como en la Figura
31.

Células de la cepa mutante s/t2A se transformaron con los plasmidos pWS93 que
contenian estas mismas deleciones y se evalué la capacidad de los transformantes para
crecer sin soporte osmoético (Figura 36, panel izquierdo). Se observé de nuevo que todas
las variantes, a excepcidn de la versidon A105-110, eran incapaces de mimetizar el efecto
de la versién nativa, permitiendo un crecimiento de las células cuando no se
suplementaba el medio con sorbitol. Este patrén, similar al observado en los ensayos
con cafeina, sugiere que en la regiéon comprendida entre los residuos 67-105 residen
elementos estructurales importantes para la regulacién de la fosfatasa Ppz1.
Sorprendentemente, cuando se realizé el ensayo fenotipico de estas versiones en la
cepa ZCZ01, solamente la version A97-110 fue claramente incapaz de atenuar la
toxicidad derivada de la sobreexpresion de Ppz1, mientras que la versién A90-98
presentd, quizas, un crecimiento ligeramente menor que la version nativa (Figura 36,
panel derecho). Se comprobd que esta incapacidad para atenuar la toxicidad de la
sobreexpresidén de Ppz1 no era debido a una expresién deficiente de las versiones de
ScHal3 en la cepa ZCZ01 (Figura A1)
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Figura 36. Analisis fenotipico de las versiones delecionadas de ScHal3 en la region 67-110. Las cepas
indicadas que contenian las diferentes construcciones fueron analizadas como en las Figuras 31y 32. Las
fotografias se tomaron 3 dias después de la siembra, excepto las placas que contienen la cepa sl/t24,
tomadas a cuatro dias.

También se estudid la capacidad de estas nuevas versiones de inhibir la fosfatasa
Ppzl in vitro, procediendo de la misma forma que en el apartado anterior. Se puede
observar que las versiones delecionadas en la regién 67-91 o 105-110 tienen poco o
ningun impacto en la capacidad inhibitoria sobre la fosfatasa Ppz1 (Figura 37, panel
izquierdo). Por el contrario, las versiones A90-98 y A97-110 muestran una pérdida de
capacidad inhibitoria. Estos resultados confirman que los determinantes estructurales
relevantes en la regulacidon de Ppzl estdn comprendidos entre los residuos 90-105 de
ScHal3. Cuando se realizaron los ensayos de actividad Ppz1 utilizando el dominio
catalitico de Ppzl (Ppz1-Cier) se observé de nuevo que todas las versiones mutadas de
ScHal3 mantenian la capacidad inhibitoria del ScHal3 nativo, a excepcidn de la versidon
A67-91, la cual daba lugar incluso a una mayor inhibicidn (Figura 37, panel derecho).
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Figura 37. Efecto inhibitorio sobre la actividad Ppzl de las versiones de ScHal3 con deleciones en la
region 67-110. La capacidad inhibitoria de las diferentes versiones de ScHal3 sobre la fosfatasa Ppz1
(panel izquierdo) o Ppz1-Cier (panel derecho) se evalué como se describe en la Figura 33. En los ensayos
se emplearon al menos dos preparaciones diferentes de las fosfatasas e inhibidores.
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6.3.3. La region °KRVPAVTFS®® es crucial para la regulacion de la
fosfatasa Ppz1

Los resultados descritos en los apartados anteriores delimitan una regién concreta
de ScHal3 como imprescindible para la regulacidn de Ppz1. El siguiente objetivo fue
identificar los residuos clave en esta regulacién. Para ello se construyeron diversas
versiones con mutaciones por sustitucion en la region 90-105 de ScHal3 (Figura 38A) y
se sometieron a ensayos de inmunodeteccion para asegurarnos de su correcta expresion
(Figura 38B).
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Figura 38. Niveles de expresion de las variantes de ScHal3 con mutaciones en residuos comprendidos
en la regién 90-105. A) Secuencia de la region 90-105 de ScHal3. Los residuos mutados estan subrayados.
B) El ensayo de inmunodeteccidn de las versiones mutadas en la regién 90-105 de ScHal3 se realizé como
en la figura 15.

Las versiones mutadas de ScHal3 se sometieron a los mismos ensayos de
crecimiento en medio sélido que se han descrito para las versiones delecionadas. Los
cambios en los residuos K90 y R91, tanto a acido glutdmico como a glutamina, redujeron
la capacidad para provocar sensibilidad a cafeina, pero apenas afectaron a la
hipertolerancia a cationes de litio (Figuras 39A). También eliminaron el efecto deletéreo
de la sobreexpresion de ScHal3 en células mutantes s/t2A (Figuras 39B). La mutacion a
alanina (fosfoinhibitoria) de los residuos T96 y S98 no ocasiondé ningun efecto
diferencial. Sin embargo, las mutaciones fosfomiméticas apenas disminuyeron el
crecimiento en presencia de cafeina y permitieron el crecimiento de una cepa s/t2A. Las
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mutaciones *VTFS®® a >SAAA% y %6TFS%8 3 %EYD® fueron incapaces de reproducir el
fenotipo de la versidn nativa en ninguna de las pruebas empleadas. Por uUltimo, la triple
mutacion de los residuos de glutamina 102, 103 y 104 por alanina (3xQ—2>A) no confirié
ninguna diferencia con la version nativa. En los ensayos de crecimiento en medio sélido
realizados con la cepa ZCZ01 no se observaron diferencias en ningln caso respecto a la
versidn nativa (Figura A2). Estos resultados indican que la region >VTFS%8 es importante
en la mayoria de las condiciones probadas, mientras que la alteracién de los residuos
K90 y R91 mostraba efectos condiciones mas especificas.
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Figura 39. Mapeo funcional de los residuos comprendidos en la regiéon 90-105 de ScHal3. A) y B) Las
cepas transformadas con los plasmidos que contenian las diferentes versiones de ScHal3 fueron
analizadas como en la Figura 31. Fotografias tomadas 3 dias después de la siembra, excepto en las placas
gue contienen la cepa s/t24, tomadas a cuatro dias.
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A continuacidn, se determind la capacidad de los diferentes mutantes puntuales de
ScHal3 para inhibir in vitro la actividad Ppzl. Los resultados obtenidos mostraron
concordancia con los ensayos fenotipicos (Figura 40, panel izquierdo). El mutante
cuddruple en la region °VTFS®® presentd la mayor pérdida de capacidad inhibitoria
sobre Ppzl. El triple mutante T96E-F97Y-S98E, mostraba una pérdida importante,
aunque no tan elevada como el cuadruple mutante. Las mutaciones fosfomiméticas
T96E-S98D, y ambas mutaciones de los residuos K90-R91 provocaron una pérdida de la
capacidad reguladora similar al triple mutante. Por el contrario, tanto la mutacién
fosfoinhibitoria de los residuos T96 y S98, como la triple mutacién 3xQ—>A no tuvieron
apenas efecto sobre la actividad Ppz1. Cuando se realizaron los ensayos de inhibicién
utilizando el dominio catalitico de Ppzl (Ppz1-Ci), la mayoria de las versiones se
comportaba como la versién nativa o incluso presentaba una mayor capacidad de
inhibicién. Sin embargo, para nuestra sorpresa, la versidon cuddruple mutante en la
regién *VTFS®® perdid capacidad inhibitoria, alcanzdndose una inhibicién sustancial de
la actividad fosfatasa solo cuando se incubé en un exceso molar de 4 a 1 (Figura 40,
panel derecho).
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Figura 40. Analisis de la capacidad inhibitoria de Ppz1 de las versiones mutadas de ScHal3. Se incubaron
Ppz1 (panel derecho) o Ppz1-Cer (panel izquierdo) recombinantes con cantidades crecientes de ScHal3
nativo o sus versiones mutadas. Los datos obtenidos se representan como se describe en la Figura 33. Se
usaron al menos dos preparaciones diferentes de las fosfatasas e inhibidores para estos ensayos.
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El hecho de que el mutante de la regién °°TFS®® mostrara fenotipos mas marcados
qgue el doble mutante T96E-S98D parecia indicar un papel relevante del residuo Phe97
en la regulacion de Ppz1. Por este motivo se sustituyé este residuo por tirosina (cambio
conservativo) o por alanina. Ademas, puesto que las mutaciones de los residuos *>VTFS%®
y 96TFS® mostraban fenotipos bastante similares, se realizaron sustituciones de la Val95
a alanina y a serina. Tras su construccion y clonacién en los pldasmidos necesarios se
comprobd su expresion mediante inmunodeteccion (Figura 41).
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Figura 41. Inmunodeteccion de las versiones mutantes puntuales de ScHal3. La cepa se transformd con
los plasmidos pWS93 indicados. Se prepararon los extractos proteinicos y los niveles de expresion de las
diversas versiones de ScHal3 se examinaron mediante ensayos de inmunodeteccidn realizados como en
la figura 15.
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En los ensayos fenotipicos descritos anteriormente las células que expresan las
versiones de ScHal3 V95A, V95S y F97A no mostraron la pérdida de tolerancia a cafeina
caracteristica de la sobreexpresidon de ScHal3, y su crecimiento fue similar al de las
células que portaban el plasmido vacio, indicando una pérdida importante de la
capacidad reguladora de Ppzl (Figura 42A). Cuando fueron crecidas en medio que
contenia LiCl, se observo una ligera pérdida de la hipertolerancia en comparacién con
las células que sobreexpresan ScHal3 nativo (Figura 42A). Los ensayos realizados en la
cepa ZCZ01 muestran que estas tres versiones presentan una pérdida moderada de la
capacidad de neutralizar la sobreexpresion de Ppz1 (Figura 42B). Las células s/t2A
transformadas con ellas fueron capaces de crecer sin soporte osmético, indicando la
pérdida de la regulacién sobre Ppzl. Por el contrario, el cambio conservativo F97Y dio
lugar a consecuencias leves o nulas en comparacion con la versién nativa de ScHal3.
Estos resultados indican que los residuos V95 y F97 de ScHal3 son importantes en la
regulacion de la fosfatasa Ppz1 (Figura 42B).
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Figura 42. Caracterizacion funcional de las versiones mutadas en los residuos V95 y F97 de ScHal3. A) y
B) Las cepas transformadas con los plasmidos que contenian las diferentes versiones de ScHal3 fueron
analizadas como en las Figuras 31y 32. Fotografias tomadas 3 dias después de la siembra, excepto en las
placas que contienen la cepa s/t24, tomadas a los cuatro dias.
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Es remarcable que en los ensayos de inhibicién in vitro de la fosfatasa Ppzl las
cuatro versiones mutadas presentaron una pérdida de capacidad inhibitoria importante
(Figura 43, panel izquierdo). Cuando se evalud esta capacidad sobre el dominio catalitico
de Ppzl (Ppzl-Cier) (Figura 43, panel derecho), las versiones mutadas de ScHal3
presentaron una curva de inhibicién similar a la versidn nativa, a excepcién de la versién
que contenia la mutacion F97Y, la cual mostré una moderada pérdida de capacidad
inhibitoria cuando se incubd a razones molares de 0,5 y 1 respecto a la fosfatasa. Todos
estos resultados indican que la regidn *>VTFS®® y especificamente los residuos V95 y F97
de la region N-terminal de ScHal3, juegan un papel relevante en la inhibicién de Ila
fosfatasa Ppz1.

Ppz1 Ppz1-Cy,
100 —e—Hal3 wt —o—VA 100
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80 4 80 FY
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Figura 43. Ensayos de inhibicion de la actividad fosfatasa de los mutantes puntuales ScHal3. La
capacidad inhibitoria de las diferentes versiones mutadas de ScHal3 sobre la fosfatasa Ppzl (panel
izquierdo) o su dominio catalitico (Ppz1-Cter, panel derecho) se valoré como se describe en la Figura 33.
En estos ensayos se usaron al menos dos preparaciones diferentes de las fosfatasas e inhibidores.
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6.3.4. La pérdida de capacidad reguladora de las versiones de
ScHal3 no se debe a la falta de interaccion con Ppz1.

Con el propésito de discernir si la pérdida de capacidad reguladora de
determinadas versiones de ScHal3 analizadas se debia a una incapacidad para bloquear
la reaccidn catalitica o a una disminucion en la intensidad de la interaccién con la
fosfatasa Ppz1, se realizaron una serie de ensayos de interacciéon Ppz1-ScHal3. Se utilizé
GST-Ppz1 unida a resina de glutatidén-sefarosa y extractos de levadura de la cepa IM021
(ppz1A hal3A) que expresaban las diferentes versiones de ScHal3 marcadas con una
etiqueta 3xHA (como se detalla en el apartado 4.12.2. de Materiales y Métodos). La
cantidad de ScHal3 unida a Ppz1 cuantificada mediante Western-blot de fue normalizada
con respecto a la cantidad de GST-Ppz1 detectada. El resultado de estos experimentos
indica que la mayoria de las versiones mutadas de ScHal3 mostraron una capacidad de
unién a Ppzl similar a la de la version nativa (Figura 44). Solamente la versién A67-110
mostré una ligera pérdida de unidn, siendo este cambio no significativo
estadisticamente. Sorprendentemente, versiones que presentan una incapacidad
notable de inhibir Ppz1, como la versién A90-98 o la cuadruple mutante *>VTFS%,
mostraron una interaccién con Ppz1l incrementada. Los resultados obtenidos indican,
por lo tanto, que la pérdida de capacidad inhibitoria de estas versiones de ScHal3 no es
causada por una pérdida de interaccion con la fosfatasa y, en consecuencia, deben
afectar al mecanismo de inhibicion.

Figura 44. Ensayos de interaccion Ppz1-
ScHal3. Se utilizé 6 ug de GST-Ppz1 unida a
100 pl de resina como cebo de las
diferentes versiones de ScHal3 marcadas
con una etiqueta 3xHA expresadas desde
el plasmido pWS93 en la cepa IM021 (ppz1
hal3); @, pldsmido vacio. Tras el lavado de
la resina que contenia la proteina de fusion
ag- GST-Ppz1, las muestras se resolvieron por
SDS-PAGE (geles al 8%). Las versiones de
s - @ o= =T Variantes Hald  ScHal3  retenidas por la resina se
detectaron utilizando anticuerpos anti-HA
(panel superior). La membrana se tifid con
0. - ——— - - | < GST-Ppz ;ojo PonceaL.J para evaluar la carga .de la
osfatasa fusionada a GST (panel medio). El

70 - histograma (panel inferior) muestra los
cocientes de las integraciones de las
sefiales de quimioluminiscencia de ScHal3
retenidas en la resina frente a la cantidad
de GST-Ppz1 recuperada, tomando como
valor 1 el cociente obtenido para la
proteina ScHal3 nativa. Se realizaron entre
6 y 8 experimentos para cada versién. Los
A7 P datos se muestran como media + ESM *,

¥ é{,\ Vcbh ¥ v Y?S\ «q@@é" p<0,05; **, p<0,01 (prueba t de Student de

dos colas).
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6.3.5. Efecto de las diferentes versiones de ScHal3 sobre la
localizacion intracelular de Ppz1 en sobreexpresion.

Como se ha comentado, nuestro grupo descubrid recientemente que la capacidad
de ScHal3 para rescatar el defecto de crecimiento provocado por la sobreexpresién de
Ppz1 no solo implicaba la capacidad de inhibir la actividad de la fosfatasa, sino también
la translocacién de ésta de la periferia a membranas internas, principalmente de vacuola
(Albacar et al, 2022). Con el objetivo de comprobar si las variantes generadas de ScHal3
afectaban esta capacidad, introdujimos estos constructos en la cepa MAC003, que
expresa, bajo el promotor GAL1-10, la proteina Ppz1 fusionada con GFP en su extremo
C-terminal. Como se muestra en la Figura 45 (A y B), la cepa que contiene el plasmido
vacio mantiene a la fosfatasa Ppz1 en su localizacidon normal, la periferia celular. Cuando
se expresa el gen ScHAL3 nativo, la fosfatasa se localiza en membranas internas en un
80% de las células. Este valor es algo superior al reportado en (Albacar et al, 2022),
posiblemente debido a que en nuestro caso el gen ScHAL3 se expresa desde un
promotor mas fuerte. Las células que sélo sobreexpresan el dominio PD de ScHal3 son
indistinguibles de las que contienen el plasmido vacio (@), mientras que la expresion de
este dominio junto con la cola acida C-terminal (PD-Cter) proporciona una muy moderada
capacidad de internalizar la fosfatasa (observada en el 28% de las células). Las células
gue expresan las versiones de ScHal3 A67-93, A67-110 o A94-110 mostraron una
diferencia leve, pero significativa, respecto a las células transformadas con la versién
nativa (valores comprendidos entre 67% y 71%).

Para conocer el efecto atenuador de las diferentes versiones de ScHal3 sobre la
toxicidad causada por la sobreexpresion de Ppz1, se realizaron ensayos de crecimiento
en cultivo liquido de la cepa MAC003 expresando las versiones de ScHal3 objeto de
estudio. Como se observa en la Figura 45C las células que expresan las versiones de
ScHal3 A67-93, A67-110 o A94-110 presentan un leve defecto de crecimiento en
comparacion con las que expresan la versidn nativa. Esto indica una compensacién
parcial de la toxicidad de Ppzl. La versidon PD+CtD, en cambio, mostrd un defecto de
crecimiento muy fuerte, aunque distinguible de la incapacidad de crecer tanto de la
version que expresaba el dominio PD como de la que contenia el plasmido vacio. Cabe
recordar, no obstante, que estas pérdidas de funcidn reguladora de las versiones PD-Cier
y PD podrian deberse a la menor expresion de estas proteinas.

93




RESULTADOS

A) B)
Plasmido ? 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8I0 9.0 100

Hal3 2

Hal3

Ppz1 Internalizada (% de células)

A6T-93
A67-110 *
A94-110
A90-98 ns
PD-Cter Kkk
PD | ***

C)

—14 1

O = -

e

Crecimiento cel-lular (ODgqy
o

o
o N B m o N
PR R

e

20 25 30 35 40
Horas

(=]
(3]
=
(=]
-
(3]

Figura 45. Capacidad de las versiones de ScHal3 para translocar Ppzl a membranas internas en
sobreexpresion y atenuar su toxicidad. A) y B) Translocacién de Ppzl a membranas internas. A)
Micrografias representativas de cultivos de células MACO003 (sobreexpresan Ppz1 con una etiqueta GFP C-
terminal) transformadas con el plasmido pWS93 vacio (¢) o el mismo plasmido conteniendo el gen ScHAL3
nativo. La exposicion fue de 3 y 1,5 segundos respectivamente. Las barras representan 5 um. B) Los
cultivos de la cepa MACO003 transformada con las versiones de ScHal3 indicadas se monitorizaron 6 h
después de la induccion de la sobreexpresion de Ppz1 y el porcentaje de células que internalizaron Ppzl
se determind mediante un conteo a ciegas. Se contabilizaron entre 293 y 813 células para cada constructo.
ns, no significativo; *, p<0,05; ***, p<0,001; en comparacién con ScHal3 nativo, determinado por prueba
t de Student de dos colas. C) Las células MAC003 se cultivaron durante una noche en medio SC-URA,
posteriormente se trasfirieron a medio YP Rafinosa, al cual se le afiadié un 2% de galactosa para iniciar la
sobreexpresion de Ppzl. La ODeoo de partida fue de 0,004 y se monitorizo el crecimiento cada 30 min. El
grafico representa la media = desviacidon estdndar de 6 cultivos independientes. @, levaduras
transformadas con el vector pWS93 vacio.
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6.3.6. Relevancia de la region N-terminal de C. albicans CaCab3 en
la regulacion de Ppz1

Como se menciond en la introduccién (apartado 3.6.) C. albicans posee dos
proteinas que presentan semejanza con ScHal3: CaCab3 y CaHal3 y ambas contienen
una extensa region N-terminal. Es remarcable notar que CaCab3, a diferencia de CaHal3,
presenta en su extremo N-terminal cierta similitud con la regién 67-110 de ScHal3,
conservando el residuo R91 y una version del motivo °VTFS?® de ScHal3 ligeramente
modificada en la que el residuo de treonina es sustituido por una serina (*2/VSFS!30)
(Figura 46A). Dado que la secuencia de esta regién en ambas proteinas de C. albicans
difiere enormemente (Figura 46) y sélo CaCab3 es capaz de regular Ppz1 in vivo, nos
planteamos si esta regiéon podia estar relacionada con la capacidad diferencial de
regulacion de la fosfatasa. Para averiguarlo se disefié un experimento consistente en
obtener proteinas hibridas mediante el intercambio de las regiones 89-134 de CaCab3
por la regién 73-90 de CaHal3 y viceversa, obteniendo los constructos CaCab3-CaHal37*
90y CaHal3-CaCab38%-134,

Estas construcciones hibridas se introdujeron en células BY4741, tanto silvestres
como mutantes hal3A o slt2A, y se comprobd, mediante inmunodeteccion, que su
expresiéon era igual o incluso superior al de las versiones nativas (Figura 46B).
Posteriormente estas células transformadas se sometieron a ensayos de crecimiento en
medio sélido. Las células que contenian CaHAL3 no mostraron ningiin cambio fenotipico
respecto a las células transformadas con el pldasmido vacio, confirmandose los datos
previos de (Petrényi et al, 2016), que indicaban que la expresién de esta proteina no
afecta a la regulacién de Ppzl. La expresion de CaCab3 tuvo muy poco impacto en el
crecimiento en presencia cafeina, pero como se habia descrito anteriormente (Petrényi
et al, 2016), mejord el crecimiento en la placa suplementada con litio, casi hasta el nivel
que lo hace la expresion de ScHal3 (Figura 46C). Este efecto mimético también se
observé en el fondo s/t24, donde la expresion de CaCab3 provocd un fenotipo litico.
Todos estos rasgos fenotipicos, coherentes con la inhibicion de Ppzl, se perdieron
cuando se expreso la version hibrida de CaCab3, que se comportd como CaHal3 o el
vector vacio.

Estos resultados indican que la region 89-134 de CaCab3 es relevante en la
regulacién de la fosfatasa Ppz1, como lo es la region equivalente de ScHal3 (67-110). Sin
embargo, la introduccién de esta region de CaCab3 en CaHal3 no fue suficiente (Figura
38C) para transformar CaHal3 en un regulador de Ppz1 (Figura 38C), por lo que debe de
haber otros determinantes estructurales implicados en la regulacién de la fosfatasa de
los que CaHal3 carece.
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Figura 46. Intercambio de las regiones N-terminales relevantes de CaCab3 y CaHal3. A) Comparacion de
la region 60-111 de ScHal3 y las regiones correspondientes de CaCab3 y CaHal3. Los residuos relevantes
de ScHal3 importantes en la regulacion de Ppz1 descritos en esta Tesis aparecen subrayados en amarillo.
En negrita se muestran los fragmentos intercambiados entre CaCab3 y CaHal3 y en cursiva la region
correspondiente a ScHal3. B) Ensayo de inmunodeteccion de las versiones hibridas de C. albicans. Las
construcciones indicadas se introdujeron en la cepa hal34, se prepararon extractos proteinicos y se evalué
el nivel de expresidn de las proteinas nativas e hibridas mediante inmunodeteccién usando anticuerpos
anti-HA (panel superior). El panel inferior muestra la tincién de la membrana con rojo Ponceau para
evaluar la eficiencia de la carga y de la transferencia. C) Los diferentes vectores (pWS93) se introdujeron
en la cepa BY4741 y sus versiones mutadas hal34 y slt24, y se realizaron ensayos de crecimiento en medio
sélido en placas SC-URA’, suplementando las placas con 8 mM de cafeina o 200 mM de LiCl (fondo hal34)
o con sorbitol 1 M (fondo s/t24).
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DISCUSION

7.1. Analisis comparativo de las fosfatasas tipo 1 y las
fosfatasas tipo Z.

Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron que la interaccidén entre la
fosfatasa Ppz1 y su subunidad reguladora Hal3 ocurre in vivo cuando ambas proteinas
son coexpresadas de manera heterdloga y simultdnea en E. coli (Molero et al, 2017).
Este hecho se utilizd para, una vez purificadas las proteinas, estudiar en detalle las
interacciones entre el dominio catalitico de Ppz1 (Ppz1-Cier) y Hal3, mediante diversos
ensayos de entrecruzamiento quimico y analisis por LC-MS/MS (Casamayor et al, 2022).
Los resultados indicaron que la lisina 90 de ScHal3, un residuo altamente conservado en
la extensién N-terminal de las proteinas tipo ScHal3 de los Saccharomycetaceae,
aparecia unido covalentemente con la lisina 584 de Ppz1. Como se explicé al comienzo
del apartado 6.1., en nuestro modelo de Ppz1-Cir (Figura 8) el residuo K584 se localiza
muy préximo a los residuos D566 y D615, los cuales aparecen en la superficie de la
proteina. En el analisis comparativo realizado entre las PP1cy las Ppz de diversos hongos
se observé que estos dos residuos podrian ser elementos distintivos entre ambas
familias de fosfatasas ya que, mientras en las Ppz mantenian casi sin excepcion el
caracter acido, en las PP1c aparecian invariablemente como Lys (Figura 47). Estos dos
residuos de Ppzl se alinean con las lisinas 210 y 259 de Glc7 y, por lo tanto, representan
un cambio drdstico en la carga de la superficie entre Ppz1l y PP1c en esta regién
especifica.
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Figura 47. Conservacion de algunos residuos diferenciales entre las fosfatasas PP1c y Ppz de hongos. Las
secuencias de Pplc y Ppz seleccionadas en (Casamayor et al, 2022) fueron alineadas y la frecuencia de
aparicion de residuos de las regiones mencionadas en el texto se representd mediante WebLogo (Crooks
et al, 2004). Los residuos basicos se representan en azul y los acidos en rojo. En el eje Y se representa el
contenido de informacion para cada posicidn en bits, siendo el valor maximo 4 bits. Se sefialan con flechas
los numeros de los residuos diferenciales correspondientes a Glc7 (sobre fondo azul) y Ppz1 (sobre fondo
rojo).
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Nuestro laboratorio habia descrito que ScHal3 no es capaz de inhibir Glc7 (Garcia-
Gimeno et al, 2003). Por el contrario, ScHal3 es capaz de inhibir todas las fosfatasas de
tipo Z examinadas hasta la fecha, incluso aquellas de hongos filogenéticamente
distantes respecto a S. cerevisiae (Molero et al, 2013; Petrényi et al, 2016; Zhang et al,
2019b, 2019a), sugiriendo que las Ppz conservan elementos estructurales claves para la
interaccion e inhibicidn por parte de ScHal3. Los datos obtenidos en nuestro laboratorio
(Casamayor et al, 2022), apuntaban precisamente a los residuos D566 y D615 de Ppzl
como posibles elementos clave en la regulacion de Ppzl, presumiblemente por
establecer interacciones electroestaticas con las subunidades reguladoras.

Como se muestra en la seccion de Resultados, apartado 6.1.1., la expresién de una
version de Ppzl conteniendo la mutaciéon D566K no conseguia normalizar plenamente
el fenotipo de hipertolerancia a Li* causado por la delecién de ppz1 (Figura 10), lo que
sugeria una pérdida de funcién. No obstante, el nivel de expresidn de esta variante era
perfectamente normal (Figura 9), y en los ensayos de interaccién y capacidad inhibidora
por ScHal3 realizados in vitro, se comporté como la proteina Ppzl nativa (Figuras 12 y
13). Sin embargo, su actividad especifica fue algo menor que la de la Ppz1 nativa
(Resultados, apartado 6.1.1. pag. 60), lo que podria explicar los resultados de los ensayos
fenotipicos. Si observamos el modelo de Ppz1-Cir (Figura 8), el residuo D566 queda
cercano a los residuos del centro catalitico. Ademas del cambio de carga de la zona, la
mutacion a lisina podria provocar impedimentos estéricos del sustrato con el centro
catalitico, ya que este residuo presenta una cadena lateral mas larga. Estos cambios en
factores tan importantes como la carga y el tamano impedirian la correcta interaccion
entre el centro catalitico de Ppz1 y su sustrato, provocando que la versién Ppz1-D566K
sea cataliticamente menos activa. Asi pues, el conjunto de datos obtenidos de la
caracterizacidon de la variante mutada Ppz1-D566K, parecen indicar que la menor
funcionalidad in vivo de esta versidn seria el resultado de una menor actividad fosfatasa
constitutiva, sin que esta mutacién afectara a la regulacién por ScHal3.

En cuanto a la mutacién Ppz1-D615K, presentd una ligera pérdida de tolerancia a
Li*, en comparacion con las células ppz1A que expresaban la fosfatasa nativa (Figura 10),
y una mayor capacidad que la version nativa para contrarrestar la mutacién s/t2A (Figura
11), siendo ambos fenotipos compatibles con una fosfatasa anormalmente activa. En los
ensayos de interaccion con ScHal3, Ppz1-D615K presentd una capacidad de unién similar
a la version nativa (Figura 12), pero mostrd una clara resistencia a ser inhibida por
ScHal3. Este resultado explicaria por qué estas fosfatasas parecen ser mas activas, in
vivo, que la versién nativa. Por otra parte, la version doble mutante (Ppz1- D566K D615K)
presentd un comportamiento similar a la version nativa en los ensayos fenotipicos y en
los ensayos de interaccion, mientras que en los ensayos de inhibicion fue ligeramente
resistente ScHal3. Este comportamiento podria explicarse por un efecto compensatorio
entre ambas mutaciones.
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El hecho de que la mutacién D615K da lugar a una Ppzl mas refractaria a la
inhibicién por ScHal3 sugiere que las interacciones electroestdaticas pueden desempenfar
un papel importante en el mecanismo de inhibicién. Esta hipdtesis encajaria con la
propuesta de que la interaccidn in vivo entre Ppz1l y ScHal3 es dependiente del pH
intracelular (Yenush et al, 2005). Estudios previos de nuestro laboratorio mostraron que
la mutacién de dos residuos acidos de Ppz1 (E575 y E630) a glicina disminuian de manera
notable la susceptibilidad de la fosfatasa para ser inhibida por ScHal3, sin afectar a la
interaccion entre las dos proteinas (Molero et al, 2017). La dificultad en identificar
mutaciones especificas en Ppz1 que disminuyan su interaccion con Hal3 podria significar
que esta interaccién involucra multiples determinantes estructurales redundantes, de
manera que la eliminaciéon de uno de ellos no tendria apenas ningun efecto sobre la
interaccion de estas dos proteinas. Al igual que los residuos mutados en este trabajo
(D566 y D615), los residuos descritos en el trabajo de Molero y colaboradores estdn
cerca del centro catalitico (Figura 48A) pero, a diferencia de los residuos D566 y D615,
se encuentran conservados entre PP1c y Ppz, no siendo por tanto distintivos entre
ambos tipos de fosfatasas en la mayoria de los hongos examinados (Casamayor et al,
2022) (Figura 48B). Todos estos resultados indican que el residuo D615 de Ppz1,
conservado en las fosfatasas Ppz, es un importante determinante estructural diferencial
respecto a las PP1c y que puede contribuir al mecanismo especifico de regulacién de
esta familia de fosfatasas por proteinas tipo Hal3.

,n
2
L, ~ >
S8 58 58 B3|
rl'll'l'lllll'l'llllmzn.sl

PPZ

ScPpzl

m

Sacch.

Pez,

Bas.

Taph.

mogogogm gsrs.a
(palenlonlenles Uity

Monok.

Figura 48. Modelo del dominio catalitico de Ppz1 y residuos conservados entre las fosfatasas PP1cy Ppz.
A) Modelo del dominio C-terminal de Ppz1. En azul el residuo K584, el cual se unia covalentemente con el
residuo K90 de ScHal3 en los ensayos de entrecruzamiento; en rojo los residuos D566 y D615 mutados en
esta Tesis y en magenta los residuos descritos por Molero y colaboradores (E575 y D630), los cuales
afectaban a la inhibicién de Ppz1 por ScHal3 (Molero et al, 2017). B) Conservacién de los residuos E575 y
D630 de Ppz1 entre las fosfatasas analizadas de los diferentes taxones (Casamayor et al, 2022). Sacch.
Saccharomycotina; Pez. Pezizomycotina;, Bas. Basidiomycota; Taph. Taphrinomycotina; Monok.
Monokarya.
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7.2. Estudio del nucleo hidrofébico de las proteinas AtHal3
y ScHal3

La doble funciéon de ScHal3 como regulador de Ppzl y componente del

heterotrimero PPCDC sugiere que esta proteina debe poder alternar su interaccién con
unas u otras proteinas. La estructura tridimensional de AtHal3 sugirié la posibilidad de
la presencia de un nucleo hidrofébico relevante para la estabilidad del homotrimero, y
por tanto importante para la funcion PPCDC, el cual involucraria a los residuos G115 vy
L117 de AtHal3 (Figura 14). En un modelo del homotrimero de ScHal3, generado a partir
de la estructura tridimensional del enzima de A. thaliana (Albert et al, 2000), y mediante
un alineamiento de secuencias, se observa que estos residuos son equivalentes a las
L403 y L405 de ScHal3 (Figura 14). En estudios previos se mostré que el enzima PPCDC
humano (HsCoaC), similar en tamafio y secuencia a AtHal3, es mucho mas estable que
el dominio PD de ScHal3, presentando una temperatura de fusiéon de 20 °Ca 30 °C mayor
que éste (Abrie et al, 2015). Los datos presentados en esta Tesis muestran que, in vitro,
tanto la proteina AtHal3, como sus homotrimeros, son mas estables que sus homaélogos
de levadura (Figura 18B y 25B), posiblemente debido a interacciones mas optimizadas
entre las superficies de los monédmeros que quedan en contacto. En esta Tesis
mostramos que las mutaciones en los residuos G115 y L117 de AtHal3 no alteraban la
capacidad de trimerizacion in vitro (Figura 17) ni la funcion del enzima PPCDC (Tabla 3 y
Figuras 19y 20). Asi pues, la eliminacidn de las interacciones de los residuos G1150 L117
solo provocarian una ligera pérdida de estabilidad, que es insuficiente para impedir la
formacién de una PPCDC en condiciones fisioldgicas (Tabla 3 y Figuras 19 y 20).

De manera similar, la mutacién en el aminoacido L403 de ScHal3 (equivalente a la
G115 de AtHal3) no alterd la capacidad de trimerizar (Figuras 26A y 26B), lo que sugiere
gue este residuo no es fundamental para la interaccidon entre mondmeros. Sin embargo,
el cambio en el residuo L405 de ScHal3, equivalente al L117 de AtHal3, impedia la
formacién del homotrimero de ScHal3, produciendo complejos de mayor masa
molecular (Figuras 26A y 26B). Podria considerarse que la mutaciéon L405E en ScHal3
causaria una incorrecta interaccion entre los dominios PD de los mondmeros,
provocando un mayor numero de interacciones artefactuales de la extensiéon N-
terminal. Estas interacciones artefactuales serian favorecidas por la gran variedad de
conformaciones posibles de esta regidn, la cual, como se ha explicado en la Introduccién
(apartado 3.4.), se predice desestructurada. La intervencion de la region N-terminal de
ScHal3 en la formacidn de estos complejos de alta masa molecular podria explicar por
gué no se forman en la versidn de AtHal3 que porta la mutacién equivalente L117E.

La mutacion en el residuo L403 de ScHal3 no provocd alteraciones de su
comportamiento en ninguno de los ensayos realizados, tanto in vivo, como in vitro,
(Resultados, apartados 6.2.2., 6.2.3. y 6.2.4.) sugiriendo que este residuo tiene poca
relevancia funcional. Por el contrario, el cambio en el residuo L405 por acido glutamico
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tiene un importante impacto en ScHal3. En primer lugar, las variantes que presentan la
mutacion L405E no son capaces de retener el cofactor FMN (Figura 25A). En estudios
previos realizados por nuestro grupo se demostrd que la desnaturalizacidon de los
trimeros formados por los dominios PD de las proteinas de ScHal3 (ScHal3, Vhs3 y Cab3)
ocurre en dos etapas: primero se pierde la forma oligomérica, que provoca la liberaciéon
de la flavina, y en una segunda fase se pierde la estructura terciaria (Abrie et al, 2015).
La falta de FMN en las versiones recombinantes que poseen la mutacion L405E podria
ser debida a la incapacidad de estas variantes de formar homotrimeros y, por tanto, de
retener la flavina. Esta conclusion es respaldada por la diferencia en las curvas de
desnaturalizaciéon de las versiones mutadas en la leucina 405 respecto a la proteina
nativa, ya que las versiones que contienen la mutacidon L405E presentan una pérdida
gradual pero constante de la estructura terciaria, mientras que la proteina nativa y la
variante L403N muestran un perfil bifdsico (Figura 25B). Este perfil bifasico,
seguramente, sea el resultado de una desnaturalizacién en dos etapas, al igual que
sucedia con los trimeros formados por los dominios PD de las proteinas de S. cerevisiae
(Abrie et al, 2015).

Es remarcable que la mutacion L117E de AtHal3 no afectd a la capacidad de la
proteina para retener el FMN (Figura 11), indicando de nuevo que este residuo es
prescindible para la formacion de los homotrimeros en AtHal3. En estudios realizados
por Olzhausen y colaboradores se mostré que, aunque Cab3 puede formar dimeros, no
puede trimerizar (Olzhausen et al, 2013), y nuestros datos demuestran que la proteina
Cab3 recombinante, por si sola, no es capaz de unir FMN. Sin embargo, los ensayos
realizados en esta Tesis demuestran que, si bien la versidon ScHal3-L405E no puede
formar homotrimeros capaces de unirse a FMN, aun puede sustituir a ScHal3 nativo in
vivo y contribuir a la generacién de enzimas PPCDC funcionales (Tabla 4). Por
consiguiente, debemos asumir que la versidon de ScHal3 con la mutacién L405E puede
interactuar de manera eficiente con Cab3 y reconstituir un sitio catalitico funcional que
contiene el cofactor FMN. Por ello, lo mas probable es que la inclusién de la molécula
de FMN en el complejo se produzca como resultado de la interaccidén de ScHal3 y Cab3
(Figura 49). De hecho, nuestros datos indican que la proteina Cab3 recombinante
interacciona de un modo tan eficiente, in vitro, con todas las versiones mutagenizadas
de ScHal3 probadas como lo hace con la proteina nativa (Figura 27). Olzhausen vy
colaboradores demostraron que, in vivo, Cab3 interactua con otros enzimas de la via de
sintesis de CoA, tales como Cab2, Cab4 y Cab5 (Olzhausen et al, 2013). Estas
interacciones podrian contribuir a la reconstruccidn del centro catalitico del enzima
PPCDC formado por Cab3 y las versiones mutadas de ScHal3 en la leucina 405.
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Figura 49. Modelo del heterotrimero formado por una subunidad de Cab3 y dos subunidades de ScHal3.
Modelo basado en la estructura del enzima PPCDC de A. thaliana (Albert et al, 2000). Por claridad solo se
incluyen los monémeros de Cab3 y ScHal3 que forman el centro catalitico. Se muestra el modelo en dos
formatos: en la parte superior la superficie de las proteinas y en la parte inferior en formato cartoon,
donde se detalla el centro catalitico. En verde el mondmero de ScHal3, en azul el mondmero de Cab3. Se
resaltan en rojo y en formato stick los residuos implicados en el centro catalitico del enzima. La molécula
de FMN se representa en formato stick con los 4&tomos de carbono en salmén. En este modelo la molécula
de FMN quedaria encajada entre los mondmeros que forman el centro activo, rodeada de los residuos
implicados en la reaccién enzimatica.

Planteando un modelo simple, se esperaria que la expresién en levadura de
versiones de ScHal3 incapaces de formar trimeros aumentaria el nUmero de mondmeros
libres, resultando en una mayor inhibicién de Ppzl. Sin embargo, nuestros resultados
mostraron que las células que sobreexpresaban versiones de ScHal3 que contenian la
mutacion L405E presentaban una pérdida de capacidad reguladora de la fosfatasa
cuando crecen en medio conteniendo cafeina, mientras que esta pérdida de capacidad
inhibitoria no se aprecio en las células expuestas a Li* (Figura 22). Este comportamiento
no es achacable a diferencias en el nivel de expresidon (Figura 21), sino que es debido a
una menor capacidad de interaccion de ScHal3 con Ppz1y, por ende, a una disminucién
de la capacidad inhibitoria (Figuras 23 y 24). Por lo tanto, mientras que la mutacién en
el aminodcido L403 de ScHal3 no provoca ningun efecto, la sustitucién del residuo L405
por acido glutamico afecta a la capacidad de interaccién con Ppzl. Estos resultados
tienen importantes implicaciones, ya que la interaccién entre ScHal3 y Ppz1 sélo seria
relevante para un ScHal3 monomérico, es decir, cuando el residuo L405 quedara
expuesto, cosa que no ocurre al formarse el trimero. Esta observacién dotaria de mas
apoyo al concepto de que ScHal3 interactua con Ppz1 en su estado monomeérico (Abrie

etal, 2015).
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7.3. Mapeo funcional de la region N-terminal de ScHal3

Trabajos previos mostraron que, aunque la regién N-terminal de ScHal3 aislada no
tenia ninguna funcién por si misma, podria contribuir a la regulacién de Ppz1 (Abrie et
al, 2012). Esta conclusion concuerda con los datos obtenidos recientemente en nuestro
laboratorio, mediante los ensayos de entrecruzamiento quimico y posterior analisis de
las muestras por LC-MS/MS, donde se observé que la mayoria de las interacciones
detectadas se daban entre el dominio catalitico de Ppz1 y la extensién N-terminal de
ScHal3 (Casamayor et al, 2022). Los resultados expuestos en esta Tesis apuntan a una
correlacién entre la pérdida de capacidad inhibitoria in vitro de diversas versiones de
ScHal3 y su fracaso a la hora de mimetizar in vivo el comportamiento de la versién nativa.
En estos casos, la pérdida de capacidad inhibitoria de las variantes de ScHal3 no es
provocada por una menor unién a Ppzl. Es mds, en algunos casos ésta se ve incluso
potenciada (Figura 44), como en la delecién A90-98 o en el caso de la mutacidén en los
residuos 2°VTFS®8. La irrelevancia del motivo R/K-R/K-X3-VTFS de ScHal3 para la
interaccion con Ppzl encaja con los estudios realizados en nuestro laboratorio y por
Petrényi y colaboradores donde se demostré que las proteinas Cab3, de S. cerevisiae y
CaHal3, ambas desprovistas del motivo R/K-R/K-X3-VTFS, eran capaces de interaccionar
tanto con Ppz1, como con la fosfatasa tipo Z de C. albicans (CaPpz1) (Ruiz et al, 2009;
Petrényi et al, 2016).

Los resultados expuestos en esta Tesis indican que la regiéon comprendida entre los
residuos 90-98 de ScHal3 juega un papel relevante en el mecanismo inhibitorio de Ppz1.
Es remarcable el hecho de que una pérdida de capacidad inhibitoria de las variantes de
ScHal3 solo se observé sobre la fosfatasa nativa (Figuras 33B, 37, 40 y 43), mientras que
cuando se realizaron los ensayos de inhibicién sobre el dominio catalitico de Ppz1 (Ppz1-
Cter), todas las versiones de ScHal3, a excepcién del mutante en los residuos °VTFS®8,
mostraron una capacidad inhibitoria similar a la de la proteina ScHal3 nativa (Figuras
33B, 37,40y 43). Estos resultados sugieren que debe de haber interacciones especificas
entre las regiones N-terminales de Ppzl y ScHal3, las cuales podrian modular la
capacidad de ScHal3 como inhibidor de la fosfatasa. Esta hipdtesis encaja con la
propuesta presentada por nuestro laboratorio de que la extension N-terminal de Ppz1
protegeria a la fosfatasa de la excesiva inhibicién de ScHal3 (de Nadal et al, 1998).

El motivo regulador °°K-R-X3-VTFS®® que hemos descrito en ScHal3 presenta cierta
similitud con el motivo consenso RVXF, clave para la interaccién y regulacion de las PP1c
por parte de muchas de sus subunidades reguladoras (Wakula et al, 2003; Casamayor &
Arifio, 2020). Sin embargo, hemos demostrado aqui que, aunque necesario para la
correcta regulacién de Ppz1, no es necesario para la interaccién con la fosfatasa (Figura
44). Por lo tanto, nuestros datos no respaldan la idea de que el motivo R/K-R/K-X3-VTFS
esta reemplazando al motivo RVXF de las subunidades reguladoras de PPlc, sino que
tendria un papel especifico en la regulacidén de las fosfatasas Ppz. En cualquier caso,
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nuestros resultados muestran que la presencia de un residuo voluminoso en la posicién
F97 de ScHal3 es importante, ya que la mutacidn a alanina tiene un efecto mds marcado
que el cambio por tirosina (Figura 42). Por el contrario, en el caso del residuo V95, la
disminucion del tamafo del residuo (en el cambio por alanina) o alteraciones de su
hidrofobicidad (en la mutacién a serina) resultaron en una pérdida de funcién similar
(Figura 42). Es interesante resaltar que este motivo se encuentra en un pequefio
segmento que se predice como una posible regién de folding-upon-binding (secuencias
desordenadas que, cuando interaccionan con otros polipéptidos, adquieren estructura
secundaria) (Figura 50). Estas regiones de folding-upon-binding estan involucradas en
funciones reguladoras y de sefializacidn celular (Yang et al, 2019). La alta puntuacién
obtenida para esta regién nos hace hipotetizar que la interacciéon del motivo *°K-R-Xs-
VTFS® de ScHal3 con Ppz1 provocaria la estructuracién de la regién, contribuyendo a un
posicionamiento adecuado de ScHal3 para inhibir, de manera efectiva, la actividad
catalitica de Ppzl.
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Figura 50. Prediccion de regiones intrinsecamente desordenadas (IDR) y de folding-upon-binding para
la region N-terminal de ScHal3. La prediccion de IDR, segun el software I[UPred2, se muestra en rojo vy la
prediccion de regiones de folding-upon-binding, basadas en el software Anchor2, en azul. El valor de corte
de 0,5 (linea discontinua) corresponde a un 5 % de prediccion de falsos positivos en IDR o en regiones de
folding-upon-binding. El esquema en la parte superior muestra la ubicacidon del motivo K-R-X3-VTFS. La
extensiéon N-terminal estd coloreada en azul claro.

Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que la capacidad de contrarrestar
los efectos deletéreos de la sobreexpresion de Ppzl por parte de ScHal3 implica la
relocalizacion celular de la fosfatasa desde la periferia a membranas internas (Albacar
et al, 2022). En esta Tesis mostramos que deleciones de la regién N-terminal de ScHal3
gue afectan notoriamente la capacidad de inhibicidn in vivo de la fosfatasa por parte de

ScHal3, sélo presentan una pequefia perdida de la capacidad de reubicar Ppzl y
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compensar el defecto de crecimiento causado por la sobreexpresion de la fosfatasa
(Figura 45). Estos resultados, sugieren que la region 67-110 de ScHal3, tiene poca
relevancia con respecto a la relocalizacion subcelular de la Ppz1l en sobreexpresion.
Como se ha mencionado en el apartado 6.3.1. de Resultados, el hecho de que las
versiones carentes en su totalidad de la extensidn N-terminal no sean capaces de
promover la relocalizacidon de Ppzl podria ser debido a su menor nivel de expresion
(Figura 30). Esta menor expresion podria indicar un posible papel de esta extensién N-
terminal en la estabilizacion del polipéptido. En cualquier caso, los resultados
presentados en esta Tesis confirman la relevancia de la redistribucion intracelular de
Ppz1 en la neutralizacion de los efectos tdxicos derivados de su sobreexpresion.

En esta Tesis hemos mostrado para todas las variantes de ScHal3 analizadas una
perfecta correlacién fenotipica entre la sensibilidad a cafeina y los ensayos realizados en
la cepa mutante s/t24, lo cual, interpretamos como el resultado del impacto de la cafeina
en la via CWI (Ruta & Farcasanu, 2020). No obstante, en diversas versiones de ScHal3 ha
podido observarse comportamientos dispares, in vivo, en funcién del ensayo fenotipico
realizado. Las versiones que presentan la mutacion L405E y algunas variantes
delecionadas o mutadas en la extensién N-terminal de ScHal3 presentaron una ligera o
nula pérdida de funcién cuando se sometieron a ensayos de tolerancia a Li* vy, sin
embargo, mostraron fenotipos asociados a una importante pérdida de capacidad
reguladora de Ppzl en los ensayos asociados a estrés de pared (Figuras 22, 31, 35, 36,
39 y 42). Cabe resaltar que este comportamiento dispar ya habia sido descrito
previamente tanto en mutantes puntuales de ScHal3 (Mufioz et al, 2004), como cuando
se expresaron en S. cerevisiae proteinas similares a ScHal3 de otros hongos, como es el
caso de SpHal3 de S. pombe (Molero et al, 2013) o de CaCab3 de C. albicans (Petrényi et
al, 2016). Una explicacion plausible seria que las manifestaciones fenotipicas dependan
del grado de inhibicién que las variantes de ScHal3 puedan ejercer sobre Ppzl. Es
importante remarcar que se ha demostrado que el bloqueo de la transcripcién del gen
ENA1, mediado por Ppzl, es independiente de su efecto negativo sobre la entrada de K*
a través de los transportadores Trk1/2 (Ruiz et al, 2003). Posiblemente, el efecto
perjudicial de la sobreexpresion de ScHal3 en los ensayos de estrés de pared sea causado
por una fuerte inhibicién de la fosfatasa, lo que conduce a una entrada masiva de K*y
un aumento de la turgencia celular (Merchan et al, 2004). En consecuencia, se podria
suponer que la inhibicion parcial de Ppz1 seria suficiente para inducir la expresion de
ENA1 vy, por consiguiente, aumentar la tolerancia a Li*, mientras que, para que se
produzca una entrada excesiva de K*, seria necesario un mayor grado de inhibicién de
Ppz1.

Es destacable, que en los ensayos de entrecruzamiento quimico y posterior analisis
por LC-MS/MS (Casamayor et al, 2022), los 16 residuos de lisina del dominio catalitico
de Ppzl que aparecian covalentemente unidas a lisinas de ScHal3 estaban ampliamente
distribuidos a lo largo de todo el polipéptido (Figura 28), mientras que en ScHal3 las
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lisinas reactivas se encuentran mayoritariamente en la regién N-terminal y el primer
tercio del dominio PD (Casamayor et al, 2022). Esto resulta interesante porque, como
ya se ha explicado en la Introduccién (apartado 3.5.), la extensidon N-terminal de ScHal3,
aunque no es capaz por si sola de unirse a Ppz1, es relevante para la inhibicién de la
fosfatasa (Abrie et al, 2012). Estos datos, junto con el hecho que las ciertas versiones
delecionadas o mutadas de la extensién N-terminal de ScHal3 no sean capaces de inhibir
correctamente Ppz1, pero si a sudominio catalitico (Ppz1-Cier) (Figuras 33B, 37,40y 43),
nos permiten hipotetizar un modelo de la interaccidn Ppz1-ScHal3, en el cual, las
interacciones iniciales involucrarian residuos ubicados dentro de la region PD. Tras esta
primera fase de interaccidn, la proteina ScHal3, quedaria posicionada correctamente,
permitiendo que su dominio N-terminal reforzara esta unién mediante interacciones
adicionales con Ppz1.

7.4. Distribucion del motivo regulador ?°K-R-X3-VTFS?2 en
proteinas Hal3-like en hongos

Los analisis comparativos de proteinas fungicas similares a ScHal3 realizados en
nuestro laboratorio muestran que la regién N-terminal que precede al dominio PD, se
encuentra solamente en el genoma de los Saccharomycetes. En otras clases de
Ascomicotas, las proteinas se reducen al dominio PD y, a menudo, carecen de cola acida
(Santolaria et al, 2022). La relevancia funcional del motivo °°K-R-X3-VTFS®, presente en
la extension N-terminal de ScHal3 que hemos puesto de manifiesto, explicaria porque la
proteina de S. pombe (SpHal3), sin extensidn N-terminal, o las proteinas de C.
neoformans (CnHal3a y CnHal3b), con una region N-terminal muy corta, no fueron
capaces de inhibir sus propias fosfatasas tipo Z ni la de S. cerevisiae (Molero et al, 2013;
Zhang et al, 2019a). También justificaria por qué la proteina de U. maydis, que contiene
una region N-terminal muy extensa, pero carente del motivo especifico mencionado,
tampoco puede inhibir su fosfatasa tipo Z, nila Ppz1 de S. cerevisiae (Zhang et al, 2019b).
Como se indica en la Introduccion, apartado 3.6., la incapacidad de estas proteinas de
inhibir sus Ppz no puede atribuirse a diferencias estructurales entre las fosfatasas, ya
gue ScHal3 es capaz de inhibir fuertemente todas ellas (Molero et al, 2013; Petrényi et
al, 2016; Zhang et al, 2019a, 2019b). Estos hechos, junto con los resultados presentados
en esta Tesis respecto a la mutagénesis de CaCab3 (Figura 46), refuerzan la idea de que
el motivo consenso R/K-R/K-X3-VTFS, o versiones ligeramente degeneradas, podrian ser
una caracteristica estructural importante para el papel regulador de las proteinas
homoélogas a ScHal3 sobre sus propias fosfatasas Ppz.
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Figura 51. Identificacion de la secuencia consenso de regulacion en diversos clados del orden de los
Saccharomycetales. La filogenia de las especies seleccionadas se basé en la alineacidn provista en la
referencia (MU & Kollmar, 2014) y se representd usando el software MEGA X (Kumar et al, 2018). La
identificacidon de las secuencias consenso se realizé mediante inspecciéon de alineamientos de Clustal
Omega y una busqueda de combinaciones degeneradas en archivos FASTA, mediante un software
desarrollado en el laboratorio. Los residuos claves del consenso se indican en negrita. La secuencia
andémala en P. kudriavzeviii estd sombreada. El asterisco indica que la secuencia encontrada en la base de
datos aparece incompleta en el extremo N-terminal. (A), Phaffomycetaceae; (B), Pichiaceas; (C),
Dipodascaceae. Imagen de (Santolaria et al, 2022).

Por lo que respecta a la distribucion del citado motivo regulador entre proteinas
tipo Hal3 o Cab3, el analisis comparativo revela dos escenarios posibles (Figura 51): i)
estd presente en las proteinas Hal3, pero no en las proteinas Cab3, en las familias
Saccharomycetaceae y Saccharomycodaceae; ii) se encuentra en proteinas tipo Cab3,
pero no en las proteinas Hal3, en la mayoria de miembros del clado CTG, incluyendo
especies de Candida patégenas (Szabd et al, 2021), asi como en las familias
Phaffomycetaceae, Pichiaceae y Dipodascaceae (Szabd et al, 2021). Los genomas de
todas estas especies codifican proteinas de tipo Hal3 y Cab3, por lo que es esperable
gue el enzima PPCDC sea un heterotrimero, formado por combinaciones de estas dos
proteinas. Dado que, los datos presentados en esta Tesis asocian la presencia del motivo
consenso (R/K-R/K-X3-VTFS) con la capacidad de inhibir Ppz1, se puede concluir que en
el primer escenario la capacidad moonlighting corresponde a Hal3, mientras que en el
segundo caso Cab3 seria la proteina moonlighting.
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1.- La menor funcionalidad in vivo de la version D566 de Ppzl es el resultado de una
menor actividad fosfatasa constitutiva, sin que esta mutacion afecte a la regulacién
por ScHal3.

2.- El residuo D615 de Ppz1, conservado en las fosfatasas de tipo Z, es un importante
determinante estructural diferencial y puede contribuir al mecanismo especifico de
regulacién de esta familia de fosfatasas por proteinas tipo Hal3.

3.- El comportamiento de la versién doble mutante de Ppzl (D566K D615K) puede
explicarse por un efecto compensatorio entre ambas mutaciones.

4.- Los residuos G115y L117 de AtHal3 no son esenciales para la formacion de un enzima
PPCDC funcional ni afectan su capacidad de trimerizacion.

5.- El residuo L403 de ScHal3 no tiene ninguna relevancia ni en la formacion del enzima
PPCDC, ni en el papel de ScHal3 como regulador de Ppz1.

6.- La incapacidad de la variante L405E de ScHal3 para formar homotrimeros puede ser
causada por una incorrecta interaccion entre los dominios PD de los mondmeros que
propicia interacciones artefactuales de la regién N-terminal de ScHal3. Sin embargo,
la mutacion de este residuo no afecta a la formacién de PPCDC funcionales.

7.- La incapacidad parcial para regular Ppz1 de las versiones de ScHal3 con la mutacion
LA05E es debida a una pérdida en la capacidad de interaccién con la fosfatasa.

8.- El analisis por mutagénesis de la extension N-terminal de ScHal3 revela un motivo
90K-R-X3-VTFS?® que es imprescindible para la regulacion de Ppzl. La presencia del
citado motivo puede explicar la capacidad de CaCab3, pero no de CaHal3, para inhibir
tanto ScPpzl como CaPpzl.

9.- La presencia del motivo consenso R/K-R/K-X3-VTFS, o versiones ligeramente
degeneradas del mismo, puede identificarse en un subconjunto de especies de
levaduras y, en estos casos determinaria, en funcién de su presencia en Hal3 o Cab3,
la capacidad moonlighting de estas proteinas.

10.- Nuestros resultados sugieren que debe de haber interacciones especificas entre las
regiones N-terminales de Ppz1 y ScHal3 que son esenciales para la regulacién de la
fosfatasa.
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10. Anexos






Tabla Al. Cepas de S. cerevisiae utilizadas en esta Tesis.

anexos |GG

Cepa Genotipo Referencia
BY4741 MAT a his3A1 leu2A0 met15A0 (Winzeler et al, 1999)
ura3A0
BY4741 hal3A BY4741 hal3::KanMX4 (Winzeler et al, 1999)
BY4741 ppz1A BY4741 ppz1::KanMX4 (Brachmann et al, 1998)
BY4741 sit2A BY4741 slt2::KanMX4 (Winzeler et al, 1999)
ZCZ01 BY4741 pGAL:PPZ1:KanMX6 (Calafi et al, 2020b)
MAC003 BY4741 pGAL:PP.Zl:KanMX6 + GFP (Albacar et al, 2022)
C-terminal
JA100 Mat a urq3—52 leu2-3,112 trpi-1 (de Nadal et al, 1998)
his4 can-1r
IM0021 JA100 ppz1::KanMX4 hal3::LEU2 (Mufioz et al, 2004)
JC10 JA100 s/t2::LEU2 (Vissi et al, 2001)
CCV186 JA100 s/t2::LEU2 hal3::KanMX (Petrényi et al, 2016)
AGS9 JA100 ppz1::LEU2 (Canadell et al, 2015)
EDN76-5 JA100 ppz1::KanMX ppz2::TRP1 (Ruiz et al, 2003)
MAT o his3A1 leu2A3 112 ura3-52
DBY746 David Botstei
trp1-289 met1540 ura3A0 avid Botstein
EDN4 DBY746 hal3::LEU2 (de Nadal et al, 1999)
R. Serrano, stock del
DBY746 1A i .
ppz DBY746 ppz1::LEU2 laboratorio
MAT a/a ura3-52 leu2-3, 112 trpl- .
MAR25 ’ R 1,2
1 his 4 can-1r CAB3/cab3::KanMX4 (Ruiz et al, 2009)
MAT a/o ura3-52 leu2-3, 112 trp1-
AGS4 1 his 4 can-1r HAL3/hal3::LEU2 (Ruiz et al, 2004)

VHS3/vhs3::KanMX4
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Tabla A2. Oligonucleédtidos utilizados en esta Tesis.

Nombre Secuencia (5’-3’)
AtHal3_EcoRI_5 CGTGAATTCGAGAATGGGAAAAGAGACAG
AtHal3_Sall_3 TACGTCGACTTAACTAGTTCCACCGGTTT

AtHal3_L117E_5
AtHal3_L117E_3
AtHal3_G115N_L117E_5
AtHal3_G115N_L117E_3
ScHal3_L405E_5
ScHal3_L405E_3

ScHal3 L403N 5'

ScHal3 L403N 3'
ScHal3_L403N_L405E_5
ScHal3_L403N_L405E_3
SHAL3_EcoRl
3HAL3_Xhol

3' Hal3 A39-51

5' Hal3 A39-51

3' Hal3 A67-93

5' Hal3 A67-93

3' Hal3 A67-110

5'Hal3 A67-110

3' Hal3 A94-110

5'Hal3 A94-110

3' Hal3 A118-148
5'Hal3 A118-148

3' Hal3 A209-227

5' Hal3 A209-227

3' Hal3 A248-256

5' Hal3 A248-256
5'ScHal3 A67-73

3' ScHal3 A67-73

5' ScHal3 A67-80

3' ScHal3 A67-80
5'ScHal3 A67-91

3' ScHal3 A67-91

5' ScHal3 A90-98

3' ScHal3 A90-98

5' ScHal3 A97-110

3' ScHal3 A97-110

5' ScHal3 A105-110

3' ScHal3 A105-110

AAGATTGCTGGTGGGGAATGTGATAATCTTCTGACTTGC
TCAGAAGATTATCACATTCCCCACCAGCAATCTT
CCTTAGGCAAGATTGCTAATGGGGAATGTGATAATC
GATTATCACATTCCCCATTAGCAATCTTGCCTAAGG
AAAATTGCTTTGGGCGAATGCGACAATCTTCTGACAA
CAGAAGATTGTCGCATTCGCCCAAAGCAATTTTTGATAA
TTATCAAAAATTGCTAATGGCCTGTGCGACAATCT
GATTGTCGCACAGGCCATTAGCAATTTTTGATAATG
TTATCAAAAATTGCTAATGGCGAATGCGACAATCT
GATTGTCGCATTCGCCATTAGCAATTTTTGATAATG
GGGAATTCATGACTGCCGTCGCCTCTACT
CACGCTCGAGCATAGACTATTTATTGATGC
TAGGGCTTATTGATTGCCTCGCATCCTCATGGTCCAA
TTGGACCATGAGGATGCGAGGCAATCAATAAGCCCTACT
ATCACTGAAAGTGACGGCAGTCGTGGTAGTAGCATT
AATGCTACTACCACGACTGCCGTCACTTTCAGTGATC
TGAGTCGTTCTTCAGCTGAGTCGTGGTAGTAGCATT
AATGCTACTACCACGACTCAGCTGAAGAACGACTCAG
TGAGTCGTTCTTCAGCTGGGGGACTCTCTTCAAACCAG
GGTTTGAAGAGAGTCCCCCAGCTGAAGAACGACTCAG
CCCAGATAATTGCGTTGTTTCTGAGTCGTTCTTCAGC
CTGAAGAACGACTCAGAAACAACGCAATTATCTGGG
CGTTTCTTCCGGGGTAGAAAGTGTAATACTGGTGGGG
CCCACCAGTATTACACTTTCTACCCCGGAAGAAACG
TCCATCATCTTGAGGTAGTTTGGGGATGATGGAAGGAA
CCTTCCATCATCCCCAAACTACCTCAAGATGATGGAAAATT
CGAATGCTACTACCACGACTACCGGCACCTCCGGCGCAG
CTGCGCCGGAGGTGCCGGTAGTCGTGGTAGTAGCATTCG

AGTCGTGGTAGTAGCATTCGGTAGTAAGTAATACTCCGGAGC

GCTCCGGAGTATTACTTACTACAGTCGTGGTAGTAGCATTCG
CGAATGCTACTACCACGACTAGAGTCCCCGCCGTCACTT
AAGTGACGGCGGGGACTCTAGTCGTGGTAGTAGCATTCG
ACTCCGGAGCCTGGTTTGGATCTAAAGCAACAGCAAAAGC
CTTTTGCTGTTGCTTTAGATCCAAACCAGGCTCCGGAGT
AGAGTCCCCGCCGTCACTCAGCTGAAGAACGACTCAGA
TCTGAGTCGTTCTTCAGCTGAGTGACGGCGGGGACTCT
GTGATCTAAAGCAACAGCAACAGCTGAAGAACGACTCAGA
TCTGAGTCGTTCTTCAGCTGTTGCTGTTGCTTTAGATCAC

GAAAGTGACGGCGGGGACTTCTTCCAAACCAGGCTCCGGAGT
ACTCCGGAGCCTGGTTTGGAAGAAGTCCCCGCCGTCACTTTC

3' Hal3 K90E R91E
5' Hal3 K90E R91E
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3' Hal3 K90Q R91Q
5' Hal3 K90Q R91Q

3' Hal3 V95S T96A F97A S98A
5' Hal3 V95S T96A F97A S98A

3' Hal3 T96A S98A

5' Hal3 T96A S98A

3' Hal3 T96E S98D

5' Hal3 T96E S98D

3' HAL3 T96E F97Y S98D
5' HAL3 T96E F97Y S98D
3' Hal3 Q102-104A
5'Hal3 Q102-104A

3' Hal3 F97A

5'Hal3 F97A

3' Hal3 F97Y

5' Hal3 F97Y

3' Hal3 V95A

5' Hal3 V95A

3' Hal3 v95S

5' Hal3 v95S

5' CaCab3 Megaprimer
3' CaCab3 Megaprimer
3' CaCab3 +100 Bst1107I
Seq Primer5' CaHal3 KspAl
5' CaHal3 megaprimer
3' CaHal3 megaprimer
3' CaHal3 + 80 Bsu15I
Seq Primer 3' CaHal3
Hal3 Rev seq core
3’_HAL3+920

PGEX 5 Sequencing Primer
PGEX 3 Sequencing Primer
HAL3prom_3_Sall

Ppz1 A20-52 3'

Ppz1 A20-52 5'

Ppz1 A69-106 3'

Ppz1 A69-106 5'

Ppz1 A123-146 3'

Ppz1 A123-146 5'

Ppz1 A226-236 3'

Ppzl A226-236 5'

Ppz1 A312-319 3'

Ppz1 A312-319 5'

PGEX 3 Sequencing Primer
Ppz1_5' cat

anexos |GG

GAAAGTGACGGCGGGGACTTGTTGCAAACCAGGCTCCGGAGT
ACTCCGGAGCCTGGTTTGCAACAAGTCCCCGCCGTCACTTTC
TTTTGCTGTTGCTTTAGATCAGCAGCAGCAGAGGCGGGGACTCTCTTCAA
TTGAAGAGAGTCCCCGCCTCTGCTGCTGCTGATCTAAAGCAACAGCAAAA
TTTTGCTGTTGCTTTAGATCAGCGAAAGCGACGGCGGGGACTCTCTT
AAGAGAGTCCCCGCCGTCGCTTTCGCTGATCTAAAGCAACAGCAAAA
TTTTGCTGTTGCTTTAGATCATCGAATTCGACGGCGGGGACTCTCTT
AAGAGAGTCCCCGCCGTCGAATTCGATGATCTAAAGCAACAGCAAAA
TTTTGCTGTTGCTTTAGATCATCATATTCGACGGCGGGGACTCTCTT
AAGAGAGTCCCCGCCGTCGAATATGATGATCTAAAGCAACAGCAAAA
AGTCAGACTATCCTGCTTAGCAGCAGCCTTTAGATCACTGAAAGTGACG
CGTCACTTTCAGTGATCTAAAGGCTGCTGCTAAGCAGGATAGTCTGACT
TTGCTGTTGCTTTAGATCACTAGCAGTGACGGCGGGGACTCT
AGAGTCCCCGCCGTCACTGCTAGTGATCTAAAGCAACAGCAA
TTGCTGTTGCTTTAGATCACTATAAGTGACGGCGGGGACTCT
AGAGTCCCCGCCGTCACTTATAGTGATCTAAAGCAACAGCAA
GTTGCTTTAGATCACTGAAAGTAGCGGCGGGGACTCTCTTCAAA
TTTGAAGAGAGTCCCCGCCGCTACTTTCAGTGATCTAAAGCAAC
GTTGCTTTAGATCACTGAAAGTAGAGGCGGGGACTCTCTTCAAA
TTTGAAGAGAGTCCCCGCCTCTACTTTCAGTGATCTAAAGCAAC
TCATCATCAACACCTTCCAATCAAATTCTAACCAATTCTTCAAAAGAAG
CAATGCACCACCCGCCATCACAGTATTGTCTATATCAGAAAACGATACAC
TCAGCCCATTCTCTCATACCTCCCATACCAAT
CATCTCCAGTTAACAGTGG
AGTGGTATTGCACCACCAACGAAACCAGCAACTATCAAGTTATCACC
TGTAAATCGACGGGAACGTTCTTGCTCACGATTTTCCAGTGAGATT
TCGACAAGGTGTTGGCAGTCATTGGACAAA
GGCAGCGGCTGAGTGTGG

CCTCATCCTCATCATCGTC

CTGTGTTGCTGATTGAGTGAG

GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG

CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG
CATGTCGACTGCTGTTTGCTTCTAGATCTTTC
AATTAGTATTCGTAGTGGACGACGAGGAGGAATTCGAATGTG
CACATTCGAATTCCTCCTCGTCGTCCACTACGAATACTAATT
CTCTTAGTAGAGGATGATGAAGGTGGAGTGGAGGGATCAGGGA
TCCCTGATCCCTCCACTCCACCTTCATCATCCTCTACTAAGAG
GTGTGTGCTACTATTGTTTGTACTTGATCTTCTAGAAGTAGAAGG
CCTTCTACTTCTAGAAGATCAAGTACAAACAATAGTAGCACACAC
GCGAAGATGCATGAGAATTTGAATTGTTAGAGGAGTATGATCCATTG
CAATGGATCATACTCCTCTAACAATTCAAATTCTCATGCATCTTCGC
TATTTTTATCATTAACATTTTCCATAGATGAATTTTCAATGTCATCATC
GATGATGACATTGAAAATTCATCTATGGAAAATGTTAATGATAAAAATA
CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG

CAAGTCGCGATATTTACCCG
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Ppz1_BspEI_3
Ppz1l_Promotor_BamHI
5_Ppz1_D566K
3_Ppzl1_D566K
5_Ppz1_D615K
3_Ppz1_D615K

M13rev

PPZ1_5' seq_cat
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TTGTTTCCGGAAGATTGCA

GTGGATCCATGTTCAGATAG
CTTTTGTGGTCCGATCCCACAAAATCACCCAACGAATGGGAGG
CCTCCCATTCGTTGGGTGATTTTGTGGGATCGGACCACAAAAG
GGAAGACGGTTATGAATTTTTCAATAAAAGAAGTCTCGTTACGGTG
CACCGTAACGAGACTTCTTTTATTGAAAAATTCATAACCGTCTTCC
CAGGAAACAGCTATGAC

TGCTATCGTAGCCGGAAAGA



Tabla A3. Condiciones de las PCR de solapamiento de las construcciones de Ppz1.

ANEXOS

Plasmido Molde

Oligonucledtidos 12 PCR

Oligonucledtidos 22 PCR

Clonado en

PCR de solapamiento
pRS316-Ppz1

pRS316-Ppz1-D566K

pRS316-Ppz1
pRS316-Ppz1-D615K

pRS316-Ppz1-D566K-
615K

pGEX-6P-1-V9S pRS316-Ppz1-
D566K

pGEX-6P-1-F97A

pGEX-6P-1-F97Y
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Ppzl 5' seq_cat
3_Ppzl_D566K
Ppzl 5' seq cat
3_Ppzl_D615K
Ppz1_5' seq_cat
3_Ppzl1_D615K
3’_HAL3+920
5' Hal3_V95S
3’_HAL3+920
5' Hal3_F97A
3’_HAL3+920
5' Hal3_F97Y
3’_HAL3+920

5_Ppzl_D566K
M13rev
5 Ppzl_D615K
M13rev
5 Ppzl _D615K
M13rev
3' Hal3_V95A
pGEX 5 Sequencing Primer
3' Hal3_V95S
pGEX 5 Sequencing Primer
3' _Hal3_F97A
pGEX 5 Sequencing Primer
3' Hal3_F97Y

Ppz1 5' seq_cat Pacl
M13rev Hindlll
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Tabla A 4. Condiciones de las PCR de solapamiento de las construcciones de ScHal3.

ANEXOS

I . - . . . Clonado en
Plasmido Molde Oligonucledtidos 12 PCR Oligonucledtidos 22 PCR PCR de solapamiento
pGEX-6P-1
pGEX-6P-1- 5HAL3_EcoRI ScHal3 L403N 5'
pGEX-6P-1_ScHal3
ScHal3_L403N ScHal3 L403N 3! 3HAL3_Xhol S5HAL3_EcoRI
PGEX-6P-1- pGEX-6P- 5HAL3_EcoRI ScHal3_L403N_L405E_5 3HAL3_Xhol
ScHal3_L403N_L405E 1_ScHal3_L405E ScHal3_L403N_L405E_3 3HAL3_Xhol
5' Hal3_A39-51 pPGEX 5’ Sequencing Primer
pGEX-6P-1-A39-51 . .
PGEX 3 Sequencing Primer 3' Hal3_A39-51
5' Hal3_A67-93 pPGEX 5’ Sequencing Primer
pGEX-6P-1-A67-93 . .
pGEX 3 Sequencing Primer 3' Hal3_A67-93 EcoRlI
5' Hal3_A67-110 pPGEX 5’ Sequencing Primer Xhol

pGEX-6P-1-A67-110

pGEX-6P-1-A94-110

pGEX-6P-1-A118-148

pGEX-6P-1-A209-227

pGEX-6P-1-A248-256

pGEX 3 Sequencing Primer
5' Hal3_A94-110
pPGEX 3 Sequencing Primer
5' Hal3_A118-148
pPGEX 3 Sequencing Primer
5' Hal3_A209-227
pPGEX 3 Sequencing Primer
5' Hal3_A248-256
pGEX 3 Sequencing Primer

pPGEX-6P-1_ScHal3

3' Hal3_A67-110
pPGEX 5’ Sequencing Primer
3' Hal3_A94-110
pPGEX 5’ Sequencing Primer
3' Hal3_A118-148
pPGEX 5’ Sequencing Primer
3' Hal3_A209-227
pPGEX 5’ Sequencing Primer
3' Hal3_A248-256

pGEX 5' Sequencing
Primer

pPGEX 3' Sequencing
Primer



pGEX-6P-1-A67-73

pGEX-6P-1-A67-80

pGEX-6P-1-A67-91

pGEX-6P-1-A90-98

pGEX-6P-1-A97-110

pGEX-6P-1-A105-110

pGEX-6P-1-K90E_R91E

pGEX-6P-1-K90Q_R91Q

pGEX-6P-1-
V95S_T96A_F97A_S98A

pGEX-6P-1-T96A_S98A

pGEX-6P-1-T96E_S98D

pGEX-6P-1-
T96E_F97Y_S98D
pGEX-6P-1-
Q102_Q103A_Q104A
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pGEX-6P-1_ScHal3

5' ScHal3_A67-73
3’_HAL3+920
5'_ScHal3_A67-80
3’ _HAL3+920
5' ScHal3_A67-91
3’ _HAL3+920
5' ScHal3_A90-98
3’ _HAL3+920
5' ScHal3_A97-110
3’ _HAL3+920
5' ScHal3_A105-110
3’ _HAL3+920
5' Hal3_K90E_R91E
Hal3 Rev seq core
5' Hal3_K90Q_R91Q
Hal3 Rev seq core
5' Hal3_V95S_T96A_ F97A_S98A
Hal3 Rev seq core
5' Hal3_T96A_S98A
Hal3 Rev seq core
5' Hal3_T96E_S98D
Hal3 Rev seq core
5' Hal3_T96E_F97Y_S98D
Hal3 Rev seq core
5'_Hal3_Q102-104A
Hal3 Rev seq core

pPGEX 5’ Sequencing Primer
3' ScHal3_A67-73
pPGEX 5’ Sequencing Primer
3'_ScHal3_A67-80
pPGEX 5’ Sequencing Primer
3' ScHal3_A67-91
pPGEX 5’ Sequencing Primer
3'_ScHal3_A90-98
pPGEX 5’ Sequencing Primer
3' ScHal3_A97-110
PGEX 5’ Sequencing Primer
3' ScHal3_A105-110
pPGEX 5’ Sequencing Primer
3' Hal3_K90E_R91E
pPGEX 5’ Sequencing Primer
3' Hal3_K90Q_R91Q
pPGEX 5’ Sequencing Primer
3' Hal3_V95S_T96A_F97A_S98A
pPGEX 5’ Sequencing Primer
3' Hal3_T96A_S98A
pPGEX 5’ Sequencing Primer
3' Hal3_T96E_S98D
PGEX 5’ Sequencing Primer
3' Hal3_T96E_F97Y_S98D
pPGEX 5’ Sequencing Primer
3'_Hal3_Q102-104A

ANEXOS

PGEX 5' Sequencing
Primer BamHlI
3’ HAL3+920

GEX 5' Sequencin
P . a & Kpnl/Kpn2l
Primer

Hal3 Rev seq core
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pGEX-6P-1-VI5A
pGEX-6P-1-V9S
pGEX-6P-1_ScHal3
pGEX-6P-1-F97A

pGEX-6P-1-F97Y

5' Hal3_V95A
3'_HAL3+920
5' Hal3_V95S
3’_HAL3+920
5' Hal3_F97A
3’_HAL3+920
5' Hal3_F97Y
3'_HAL3+920

pPGEX 5’ Sequencing Primer
3' Hal3_V95A

pPGEX 5’ Sequencing Primer
3'_Hal3_V95S

pPGEX 5’ Sequencing Primer
3' Hal3_F97A

pPGEX 5’ Sequencing Primer
3' Hal3_F97Y

pPGEX 5' Sequencing
Primer
3’_HAL3+920

ANEXOS

BamHlI
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Figura Al. Inmunodeteccion de las diferentes versiones de ScHal3 expresadas en la cepa ZCZ01. La cepa
ZCZ01 se transformé con los plasmidos pWS93 indicados. Se prepararon los extractos proteinicos y los
niveles de expresion de las diversas versiones de ScHal3 se examinaron mediante ensayos de
inmunodeteccidon como se describe en el apartado 4.9. de Materiales y Métodos (panel superior). Panel
inferior: seccién de membrana de PVDF tefiida con rojo Ponceau para monitorizar la carga y la eficiencia
de la transferencia.

Cepa Plasmido

BY4741 %)
@

Hal3

K90E R91E

K90Q R91Q

VO5S T96A FI7A S98A
T96A S98A

T96E S98D

T96E FO7Y S98D
xQ - A

ZCZ01

Figura A2. Ensayos de crecimiento en la cepa ZCZ01 de las versiones mutadas en la region 90-105 de
ScHal3. Tras transformar la cepa ZCZ01 con los plasmidos pWS93 indicados el ensayo se realizé como en
la Figura 32. Fotografias tomadas 3 dias después de la siembra.
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