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Introduccio

1. MODEL D’ESTUDI: Schizosaccharomyces pombe

El llevat de fissi6 Schizosaccharomyces pombe va ser descrit per primera
vegada I’'any 1893 per P. Lindner, qui el va aillar a partir d’un tipus de cervesa
africana, donant-li el nom de pombe (cervesa en swahili). Tanmateix, no va ser
fins Pany 1950 quan Murdoch Mitchinson va posar de relleu el seu valor per a

I’estudi del cicle cel-lular (Mitchinson, 1957).

Filogeneticament, aquest organisme pertany al filum dels ascomycetes,
caracteritzats per la formaci6 d’ascs. Al llarg del segle passat, els fongs
ascomycetes es van reclassificar freqiientment basant-se en diverses
caracteristiques fenotipiques, tals com la forma de l’ascospora, el tipus de
divisi6 cel-lular (gemmacié versus fissi6), presencia d’hifes, habilitat per
fermentar determinats tipus de sucres o el creixement depenent de les fonts de
carboni i nitrogen. Recentment, pero, les analisis de DNA i RNA han permes
determinar la divergencia a nivell de seqiiencia entre els fongs ascomycetes.
Aix0 ha fet possible quantificar les diferencies genetiques entre especies.
Aquestes teécniques de biologia molecular demostren que el llevat de fissi6 S.
pombe prové duna branca ancestral dels ascomycetes, denominada
archaeascomycetes de la qual va separar-se fa 4000 milions d’anys,

aproximadament.

El llevat de fissié és un fong unicel-lular amb
forma cilindrica d’'uns 3-4 um de diametre i 10-14 um
de llargada. Aquest fenotip allargat és degut a un
creixement exclusivament polar i a la divisio

mitjancant un septe transversal que separa la cel-lula

mare en dues cel-lules filles identiques (figura 1). Figura1. S. pombe.

Geneticament, S. pombe conté una dotaci6 de 3 cromosomes amb 4940

ORFs predits, aproximadament un 43% dels quals contenen introns.

La importancia de la utilitzacio del llevat de fissi6 radica en una serie de
caracteristiques que fan que se’l consideri un model excel-lent per a I'estudi en el

camp de la biologia cel-lular.
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En primer lloc, es considera un bon model per estudiar els mecanismes
basics que controlen el cicle cel-lular i les respostes a estres mediambiental en
eucariotes, ja que aquests han estat altament conservats al llarg de ’evoluci6. En
segon lloc, les cel-lules de S. pombe son predominantment haploids durant el
cicle vegetatiu, essent només diploids en condicions de depleci6 nutricional,
generalment per manca de fonts de nitrogen en el medi. Aquest tret unit a
l’elevada taxa de recombinaci6 d’aquestes cel-lules fa que siguin facilment
manipulables geneticament. A nivell experimental aixo es tradueix en que es
poden dur a terme delecions de gens, integracions d’epitops i promotors
controlables exogenament, aixi com mutacions puntuals. Finalment, donada la
simplicitat de l'organisme i la curta durada del seu cicle cel-lular (3 hores
aproximadament), l'efecte que aquestes modificacions puguin tenir en el

genoma soOn facilment avaluables fenotipicament.

2. LA RESPOSTA A ESTRES

Les cel-lules eucariotes es troben constantment exposades a situacions
d’estres tals com canvis en la temperatura, pH, irradiacions, subministrament
de nutrients i accés a 'oxigen. Per aquest motiu, els organismes eucariotes han
desenvolupat mecanismes que els protegeixen contra aquests canvis i que els

permeten adaptar-se a les noves condicions.

La resposta cel-lular a aquests insults ambientals es caracteritza per canvis
en 'expressio genica i en la fisiologia cel-lular i és per aixo que, actualment, la
major part dels estudis sobre la resposta a estrés van enfocats cap a la
identificaci6 de les modificacions dels patrons d’expressi6 genica (transcriptoma
i proteoma), i la seva relaci6 amb els canvis a nivell bioquimic (metaboloma),

estructural i funcional que presenten les cel-lules durant I’estres (Egel, 2004).
2.1. Tipus d’estres

L’estudi de la resposta a estres en diferents organismes ha demostrat que,
independentment de les particularitats de cada resposta, tots els mecanismes

d’acci6 comparteixen caracteristiques comunes. En primer lloc, I'exposicio a

4




Introduccio

baixos nivells d’estres acostuma a desencadenar una resposta de tipus adaptatiu
que proporciona una resisténcia transitoria a nivells més elevats del mateix
estres. En segon lloc, 'adaptaci6 a una forma determinada d’estres, també
comporta un increment en la resistencia a formes d’estrés aparentment
diferents: és el que es coneix com a proteccié creuada. L'estrés hiperosmotic,
per exemple, indueix ’expressio de gens que es consideraven especifics de la
resposta oxidativa. Aquest fenomen suggereix que diferents formes d’estres
requereixen respostes cel-lulars comunes (Jamieson, 1992; Lee et al., 1995;

Moradas-Ferreira and Costa, 2000).

Per tal que la resposta als diferents estressos sigui I'adient, les cel-lules han
desenvolupat una serie de mecanismes especifics depenent del tipus d’estres
aplicat i amb una resposta proporcional a la intensitat d’aquest. A continuacio
s’exposaran de forma general els mecanismes especifics de resposta amb els

quals la cel-lula fa front a ’estrés osmotic, oxidatiu i térmic.

2.1.1. Estres osmotic
L’exposicio de les cel-lules a un medi d’elevada osmolaritat indueix la
seva deshidrataci6 ja que es produeix un col-lapse en els sistemes de transport

ionic a través de la membrana plasmatica comportant una perdua de viabilitat.

La primera resposta cellular a lestres osmotic és l’acumulacio
d’osmolits compatibles, ja siguin produits per la mateixa cel-lula o incorporats
del medi. En el cas dels llevats, el principal osmolit és el glicerol. Aquest té com
a funcid incrementar 'osmolaritat interna davant la del medi extern i permetre
aixi la incorporaci6é d’aigua. A més, es tracta de substancies de caire inert que no

afecten el metabolisme de la cel-lula (Egel, 2004).

El primer pas per a la sintesi de glicerol és el pas de
dihidroxiacetonafosfat a glicerol-3-fosfat gracies a I'’enzim glicerol-3-fosfat
deshidrogenasa. En S. pombe existeixen dos gens diferents que codifiquen per
aquest enzim, el gpd1 i el gpd2 (Ohmiya et al., 1995). La diferéncia entre ells
consisteix en que la inducci6 del primer és depenent de la ruta de les MAP
quinases, i en concret, de l'activaci6 d’Atfi1 (veure apartat 2.5.1. Factors de

transcripcio), mentre que gpd2 és un gen d’expressio constitutiva. Per altra
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banda, en resposta a estres osmotic s’'indueixen grans canvis a nivell morfologic
i estructural. Les alteracions en el flux d’aigua a través de la membrana
indueixen canvis en el volum cel-lular que acaben traduint-se en canvis a nivell
estructural (Egel, 2004). Més concretament, I’estreés osmotic indueix danys en el
citoesquelet d’actina que afecten a una gran part dels processos intracel-lulars
com el creixement, el transport vesicular, etc. Per altra banda, I'estreés osmotic
també causa problemes d’estructura a nivell de la membrana. L’expressié de
gens implicats en el metabolisme lipidic es veu alterada en resposta a aquesta
forma d’estres, fet que acaba per afectar les caracteristiques de flexibilitat i
permeabilitat de la membrana. Aixo acabara afectant el funcionament de
nombrosos transportadors ionics com Sod2 (Jia et al., 1992) , Trk1 i Trk2, que

depenen d’un correcte ambient lipidic per a la seva activitat (Rep et al., 2000).

2.1.2. Estres oxidatiu

Tots els organismes aerobics produeixen com a resultat del seu propi
metabolisme formes parcialment reduides d’oxigen que es coneixen com
especies reactives d’oxigen (ROS) i que inclouen I'ani6é superoxid (O.-), el
peroxid d’hidrogen (H.0.) i el radical hidroxil (OH-) (Egel, 2004). Aquestes
formes son altament nocives per a la cel-lula degut al seu elevat poder oxidant.
La produccié d’aquestes moléecules normalment té lloc a nivells molt baixos, tot i
que constants. Per contrarestar els seus efectes les cel-lules disposen d’una serie
d’agents antioxidants i enzims que catalitzen el trencament dels ROS per tal de
mantenir un balan¢ REDOX (Egel, 2004). L'estres oxidatiu té lloc quan aquest
balang es veu alterat per un augment de la producci6 de ROS o per condicions
que afecten la disponibilitat d’oxigen fins al punt de superar la capacitat
antioxidant basal de la cel-lula. Els efectes nocius de les ROS deriven
fonamentalment del fet que presenten una gran capacitat per reaccionar amb

diferents molecules com ara lipids, acids nucleics o proteines (Egel, 2004).

El radical hidroxil, per exemple, és capa¢ de danyar els lipids de la
membrana per peroxidacio, fet que produeix alteracions en la fluidesa de la
mateixa que afecten també a la funci6é dels receptors transmembrana i de totes

aquelles proteines que han d’interaccionar amb ella (Czapski, 1984). Una de les
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dianes fonamentals d’aquest radical és també el DNA on pot causar danys a
nivell de les bases nitrogenades o del sucre induint trencaments de la cadena
senzilla o doble, adductes entre la base nitrogenada i el sucre o unions covalents
amb diferents proteines que interaccionen amb ell impedint el seu alliberament
(Sies, 1993; Sies and Menck, 1992). Tots aquests processos poden induir
mutagenesi i bloquejar, per exemple, la replicacié6 del DNA, procés altament
important per 'ancoratge i posterior alliberacié de complexes proteics (Sies,

1993; Sies and Menck, 1992).

Altres radicals com I'ani6 superoxid, O--, inactiven enzims amb nuclis
de ferro-sulfur perqué s’uneixen al ferro i oxiden aquest nucli Fe-S
inestabilitzant la proteina i induint la seva degradacio (Flint et al., 1993). A més,
el ferro alliberat d’aquests nuclis també té capacitat mutagenica (Farr et al.,
1986). D’altra banda, 'H.O. és capa¢ d’oxidar les cadenes laterals dels
aminoacids i induir la introducci6 de grups carbonil (Stadtman and Levin,
2003), fet que comporta una alteraci6 de I’estructura de la proteina i una perdua

de funcio.

Per tal de fer front a les ROS, la cel-lula posseeix diferents activitats
enzimatiques i no enzimatiques (revisat en Jamieson, 1998). Entre les defenses
enzimatiques trobem la superoxid dismutasa (SOD), un enzim encarregat de
catalitzar la dismutacio del O-- a H.O. i O., mantenint d’aquesta manera els
nivells baixos d’ani6 superoxid. Per altra banda, enzims com la catalasa, la
glutati6 peroxidasa i la tioredoxina peroxidasa s’encarreguen de mantenir
baixos els nivells de H.O. catalitzant la seva descomposici6 en O. i H-O, o

utilitzant residus cisteina per reduir peroxids, respectivament (Jamieson, 1998).

Les defenses no enzimatiques inclouen el glutatio, la glutaredoxina i la
tioredoxina, amb capacitat per reparar els danys induits per les ROS.
S’encarreguen de reduir els ponts disulfur generats per ’oxidacio dels residus de
cisteina de determinades proteines. El glutatio i la tioredoxina, a més, son
necessaris per a l'activitat catalitica de la glutati6 peroxidasa i la tioredoxina
peroxidasa, participant d’aquesta manera en els processos de reducci6 dels

peroxids (Jamieson, 1998).
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En el cas de S. pombe, la resposta a estres oxidatiu ha estat una de les
millors caracteritzades, tal i com es veura més endavant (apartat 2.3.1 Sensors)
on intervenen les proteines Maki1, Mak2, Mak3, Mpri1 i Mcs4 per tal d’activar la
cascada de senyalitzacio (figura 5). En aquest cas, la resposta a estres oxidatiu
ve controlada pels factors de transcripcié Atfi i Papi, i sera en funci6 de la
intensitat de l'estimul quan s’activara un o l'altre. Aixi, Pap1 respon a
concentracions moderades de H.O. (figura 10) mentre que la via de la Sty1 i
I’Atf1 s’activa en presencia de concentracions elevades d’agents oxidants (Quinn
et al., 2002; Vivancos et al., 2004; Vivancos et al., 2006) (figura 10). Ambdues
vies sOn essencials per a sobreviure sota condicions d’estres oxidatiu pero no
soén necessaries per a mantenir la viabilitat cel-lular durant el creixement

aerobic.

Els mecanismes de regulacio de Pap1 en la resposta a estres oxidatiu

seran comentats ampliament en l'apartat 2.5.1. Factors de transcripcio.

Una altra proteina relacionada amb la resposta a estres oxidatiu és el
regulador de la resposta Prr1, tot i que la seva funcié no és molt clara (Ohmiya et

al., 1999; veure apartat 2.5.1. Factors de transcripcio).

2.1.3. Estres per calor

La resposta a elevades temperatures presenta una caracteristica
especial en comparacio a la resta de respostes a estres. A diferencia de les altres,
aquesta via depen més de la inactivacioé dels reguladors negatius de la via que
d’'un augment en lactivitat de la MAPKK, tal i com es comentara en apartats

posteriors (Nguyen et al., 1999).

Estudis en nombrosos organismes mostren que les cel-lules indueixen
la sintesi d’'una serie de proteines petites anomenades HSP (de I'angles, heat
shock proteins) en resposta a estres induit per calor (revisat en Lindsquit and
Kim, 1996). En cel-lules no estressades, les HSPs tenen funcié com a xaperones,
mentre que durant I'estres per calor, limiten el dany induit per I'agressi6 externa
segrestant parcialment les proteines danyades, evitant I’agregacié proteica i

facilitant la reactivacié o degradaci6 de proteines no plegades.
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Les HSPs son proteines altament conservades, que es poden agrupar en
6 families atenent a la seva mida i similitud; Hsp10o0o, Hspgo, Hsp70, Hsp6o0,
Hsp40 i les HSPs petites. Es interessant destacar que tant sols dues d’aquestes
HSPs pertanyen al grup dels gens CESR, les Hspg i Hsp16, mentre que la resta
s'indueixen de forma especifica en resposta a la calor de forma independent de
Sty1i Atf1 (Chen et al., 2003).

En eucariotes, la transcripcié dels gens que codifiquen per les HSPs
requereix l'activacio del heat-shock factor, HSF. Les cel-lules humanes tenen
varis HSFs mentre que el llevat presenta un sol gen que codifica per aquest
factor (Egel, 2004). Per altra banda, trobem també altres proteines reguladores
de la resposta com Skn7 a S. cerevisiae i Prr1 a S. pombe, les quals contenen
dominis d’'uni6 al DNA de tipus HSF. En el cas del llevat de fissio, aixo podria
explicar 'expressio de gens comuns en resposta a la calor i a estrés oxidatiu

(Egel, 2004).

2.2. Fases de la resposta a I’estres

La resposta a les diferents formes d’estres pot dividir-se en tres fases: la
fase primaria, la fase de resposta i la fase d’adaptaci6 que es resumiran a

continuaci6 (Lodish et al., 2000).
2.2.1. Fase primaria

En aquesta fase tenen lloc els canvis immediats a nivell cel-lular com a
conseqiiencia directa de l’exposici6 a un determinat estres, ja sigui de tipus
osmotic, oxidatiu o termic. Els danys derivats d’aquestes pertorbacions
dependran en gran part de ’estimul aplicat i de la fase de resposta per tal de

minimitzar-los (Egel, 2004).
2.2.2.Fase de resposta

En aquesta fase la cel-lula percep el canvi en el medi extern i les seves
conseqiiéncies a nivell intern, transmet el senyal i activa els mecanismes de
resposta adients que, normalment, acostumen a posar en marxa programes
especifics d’expressio genica. La cascada de senyalitzacio de resposta a estres es

divideix en tres grans blocs: els mecanismes sensors, els mecanismes
9




Introduccio

transductors del senyal i els mecanismes de resposta a estres (Lodish et al.,

2004).

a) Mecanismes sensors: Son els encarregats de percebre el senyal i

transmetre’l a la cascada de quinases transductores del senyal.

b)Mecanismes transductors del senyal: Es tracta de moduls

transmissors del senyal des del/s receptor/s fins el nucli. Aquests moduls
encarregats de transmetre el senyal d’estres es coneixen amb el nom de SAPK
(proteines quinases activades per estres) que pertanyen al grup de les vies de
MAPK (proteines activades per mitogens). Aquests sistemes es troben altament
conservats evolutivament i s’activen en resposta a una gran varietat d’estimuls
com ara factors de creixement, irradiacions, canvis en l’osmolaritat, estres
oxidatiu o termic, entre d’altres. Aquestes vies es composen de tres quinases
diferents: la MAPKKK (MAP quinasa quinasa quinasa), la MAPKK (MAP
quinasa quinasa) i la MAPK (MAP quinasa) i el seu funcionament es basa en
una cascada de fosforilacions activadores seqiiencials (Junttila et al., 2008;
Tibbles and Woodgett, 1999; Wilkinson and Millar, 2000; Chang and Karin
2001; Clotet and Posas, 2007; Tanoue et al., 2000; de Nadal et al., 2002; Chen

et al., 2001).

Les MAPKKK poden activar-se tant per fosforilacié per altres MAPKKK
com per uni6 a proteines petites d’activitat GTPasa pertanyents a la familia Ras
o Rho i en alguns casos, la seva activacio ve donada per oligomeritzaci6é o re-
localitzacié subcel-lular. Les MAPKKK un cop activades s6n capaces de
fosforilar la MAPKK en residus serina (Ser) i treonina (Thr). A seu torn, les
MAPKK fosforilen residus treonina i tirosina (Tyr) de seqiiencies Thr-X-Tyr
(fosforilacio dual) en les MAPK per tal d’activar-les. Aixo fa que les MAPKK
tinguin doble especificitat. Les MAPK son Ser/Thr quinases que fosforilen els
efectors de la cascada de senyalitzaci6. Aquests efectors presenten una
seqiiencia especifica consensus de fosforilacié per la MAPK que conté residus
prolina en posicié P1 (Pro-X-Ser/Trh-Pro) (Wilkinson and Millar, 2000; Chang

and Karin, 2001).
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L’estructura de les MAPK que composen aquestes cascades és
basicament la mateixa. Presenten un domini catalitic d’entre 250-300
aminoacids dividit en subdominis dins els quals existeixen seqiiencies
especifiques (normalment d’uns 12 aminoacids) que s6n imprescindibles per a
la seva funcid. Aquestes proteines catalitzen la transferéncia gamma fosfat des
de I’ATP a un residu hidroxil dels aminoacids Ser i Thr o Thr i Tyr de la proteina
substrat. En el cas de les MAPKKK existeix, a més a més, un domini N terminal
no catalitic que sembla tenir propietats autoinhibitories donat que, si s’elimina
aquesta regio, s’aconsegueix l’activacié constitutiva d’aquestes quinases en

absencia d’estimul (Mita et al., 2002).

En mamifer son membres d’aquesta familia de MAPKs de resposta a
estres les SAPKs p38 i JNK (c-Jun N-terminal kinase) (figura 2). Aquestes vies
de SAPKs poden ser activades per diferents tipus de senyals com ara l'estres
osmotic, oxidatiu, calor, radiaci6 UV, citoquines imflamatories, etc. El fet de
poder respondre a una varietat tant amplia d’estimuls i que cada MAPKK pugui
ser activada per més d'una MAPKKK fa d’aquestes vies uns sistemes molt

complexes i alhora altament especifics.

Mitogens Immflamacié Estres Factors de creixement
| H /’1 Estrés oxidatiu
v i o7 .
i Lo i !
Ras i L ! v
\ i /,, ! ?
1 ad \
{ Vow |
HPK1 TPL-2
MAPKKK Raf TAKY/ MLK3
MTK1/ASK1 MEKK 1-4 —

|

MAPK ERK1/2

RSK1 c-Fos/

MNK1/2
MSK1/2

Dianes

MAPKAP2/3

Figura 2. Diagrama esquematic de les vies de MAPKs en cel-lules de mamifer. Adaptacié de Juntilla et al., 2007.

11




Introduccio

En llevat també s’han descrit vies homologues a les de mamifer,
havent-se aillat a S. cerevisiae la quinasa Hog1 (Brewster et al., 1993) i a S.
pombe la quinasa Sty1/Spci/Phhi (Shiozaki and Russell, 1995; Millar et al.,
1995; Kato et al., 1996).

En el llevat de gemmacio6 S. cerevisiae, a diferencia del model de
mamifer, la MAPK Hog1 s’ha implicat basicament en la resposta a estres
osmotic (Brewster et al., 1993; Schuller et al., 1994; veure apartat 2.3.
Components de la resposta, figura 4). A S. pombe, en canvi, la Sty1 juga un
paper més similar al de la p38, activant-se en resposta a gran varietat d’estimuls
(figura 3, apartat 2.3. Components de la resposta). Cal destacar, pero, que en S.
pombe, tot i ser la cascada de senyalitzacio de la Sty1 la principal via de resposta
a estres, s’Than descrit altres vies de resposta a estres diferents de la que es
presenta en aquesta tesi. Aquest és el cas de la cascada de MAPKKSs constituida
per la MAPK Spm1/Pmki1 (Toda et al., 1996; Zaitsevskaya-Carter and Cooper,
1997), la MAPKK Pek1 (Loewith et al., 2000; Sugiura et al., 1999) i la MAPKKK
Mkh1 (Sengar et al., 1997). Aquesta via s’ha implicat en la resposta a diferents
alteracions ambientals com ara l'estres hipo- i hiperosmotic, la deprivacio de
glucosa, el dany a la paret o I'estres oxidatiu (Madrid et al., 2006). Actualment,

encara resta desconegut el mecanisme que permet l'activacio d’aquesta via.

c¢) Mecanismes efectors: son els encarregats d’executar la resposta
especifica a cada tipus d’estres. Dins d’aquest grup trobem tant proteines
reguladores del cicle cel-lular, com factors de transcripci6 encarregats
d’estimular o reprimir gens de resposta especifica, quinases efectores de les
cascades de senyalitzacio cel-lular (veure apartat 2.5.2. Quinases), xaperones

moleculars, proteines del citoesquelet, etc.

Pel que fa als factors de transcripcid, que seran comentats més
endavant en l'apartat 2.5.1. Factors de transcripcid, cal destacar el seu
important paper en el silenciament o l'activaci6 de l'expressi6 dels gens
necessaris per a conferir la resposta adaptativa a I’estres imposat. L’activacio
d’'uns factors de transcripci6 determinats dependra de lestres rebut i la

resposta necessaria. En el cas de S. cerevisiae, s’han descrit nombrosos factors
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de transcripcié de la via de Hog1, com per exemple Skoi, Msn2/Msn4, Hot1,
Msni, Skn7, Smp1, etc (revisat a Hohmann, 2002; de Nadal et al., 2003). En el
cas de S. pombe, els factors de transcripcio coneguts per a la via de Sty1 son,
principalment, I’Atf1, el Pcr1, la Pap1 i el Prr1 (veure apartat 2.5.1. Factors de
transcripcio). Pel que fa a les cél-lules de mamifer, tot i presentar nombrosos
factors de transcripcié depenents de les vies de p38 i JNK, cal destacar I’elevada

homologia del factor de transcripcio ATF-2 amb I’Atf1 de S.pombe.

2.2.3.Fase d’adaptacio

En aquesta fase la integracio de totes les activitats cel-lulars induides

per estres porta a restablir el creixement i la proliferacio.

En el cas d’estres hiperosmotic, els nivells de glicerol intracel-lulars
incrementen degut a un augment de la seva sintesi (v.g. glicerol-3-fosfat
deshidrogenasa) i a una disminuci6 de la seva eliminaci6 al medi. Aixo
comporta una presa d’aigua i que les cel-lules adoptin una mida que sera critica
pel restabliment del seu creixement i proliferaci6. Tot aquest mecanisme
implica adaptacions en l'estructura de la paret cel-lular i la reorganitzaci6 de

I’actina que assegurin la integritat cel-lular (Lodish et al., 2000).

Sota estres oxidatiu, el metabolisme cel-lular s’organitza per assegurar
els processos de detoxificacid6 mitjancant la concentraci6 cel-lular de
components enzimatics (v.g. catalasa, superoxidismutasa) i no enzimatics (v.g.

glutatio) (Egel, 2004).

En el cas d’estres termic s’estimula la producci6 d’energia i de proteines
protectores com xaperones, trehalosa, etc., que permeten la supervivencia

cel-lular (Egel, 2004).
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2.3. Components de la resposta a estres en S. pombe

Com s’ha comentat en 'apartat anterior, les cascades de MAPK presenten
una estructura jerarquitzada que consta d'una MAPK central activada per una
MAPKK que és alhora activada per una MAPKKK. En el cas de la cascada de
resposta a estres en S. pombe, la MAPK central és la Sty1 (homologa a Hog1 i
p38), que és fosforilada per la MAPKK Wis1 que pot ser activada per dues
MAPKKK, la Wis4/Wak1/Wik1 o la Win1 (Figura 3).

A S. pombe la quinasa Sty1 recorda més en el seu funcionament a les
quinases de mamifer perque és necessaria per a la resposta a una gran varietat
d’estimuls (Millar et al., 1995; Shiozaki and Rusell, 1996; Degols et al., 1996;
Degols and Rusell, 1997; Shieh et al., 1997; Shiozaki et al., 1997). Entre d’altres,
la Sty1 s’activa en resposta a augments en I'osmolaritat, estres oxidatiu, calor,

radiacio UV i deprivacio6 nutricional (figura 3).

Estrés ambiental (osmotic,

oxidatiu, térmic, UV, nutricional...)
1

v
oo | S
N/
MAPK —s
R
Dianes Cmk?

Atfl
Resposta
\ | transcripcional

Figura 3. Diagrama esquematic de la cascada de senyalitzaci6 d’estrés a S. pombe.
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Donada la similitud amb les vies de mamifer, els mecanismes de
resposta a estres en S. pombe han servit en els darrers anys per entendre els
mecanismes d’adaptacio de les cel-lules eucariotes a condicions adverses del seu

entorn (Egel, 2004).

Una altra caracteristica interessant és el paper que se li ha atribuit als
components de la via de la Sty1 en el control de la progressi6 del cicle cel-lular.
De fet, molts dels reguladors d’aquesta via es van aillar en screenings ideats per
posar de manifest proteines implicades en la regulaci6 del cicle (Warbrick and
Fantes, 1991; Millar et al., 1995, Samejima et al., 1997). Mutants d’aquesta via
com ara delecions de wisi o styi es caracteritzen per un fenotip elongat
caracteristic d'un retras en la transici6 G2/M que es veu exacerbat quan es
tracta les cel-lules amb estres (Millar et al., 1995; Shiozaki and Russell, 1995;
Warbrick and Fantes, 1991). Aixi doncs, es considera la via de la Sty1 com a
activadora de la mitosi. A continuaci6 s’estudiaran els components de la via per

separat.

2.3.1. Sensors: Maki, Mak2, Mak3, Mpri1 i Mcsg4

Com s’ha comentat anteriorment, el fet que diferents tipus de senyals
externs siguin capacgos d’activar la via de les MAPK de resposta a estres en S.
pombe indica la possible existéncia de varis receptors amb especificitat per a
cadascun dels senyals. Aquesta qiiestié continua confusa pero existeixen dades
que semblen indicar que 'existencia de diversos receptors és prou factible.

En el cas de S. cerevisiae ha estat ben establert que la MAPK Hog1 és
regulada en resposta a estrés osmotic pel sistema de dos components (de
I’angles, two component phosphorelay system) format per la histidina quinasa
SIn1, la fosfotransferasa Ypdi i la quinasa reguladora de la resposta Sski (Posas

and Saito, 1998; figura 4).
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Figura 4. Diagrama esquematic de la via de Hog1 en S. cerevisiae. Adaptaci6 de Clotet and Posas, 2007.

En condicions de baixa osmolaritat, la Slni s’autofosforila en una
histidina del seu domini catalitic. Aquest grup fosforil és seguidament transferit
a un residu aspartic (Asp) del seu domini receptor. En aquest estat, la
fosfotransferasa Ypdi, mitjancant un intermediari fosforilat a la histidina 64
(His64) d’elevada energia, pot transferir el grup fosforil al domini receptor de la
quinasa Sski. La Sski fosforilada és inactiva i no pot activar la MAPKKK Ssk2
(figura 4) i per tant, la Hog1 no podra ser activada. En canvi, quan en el medi
extern es dona un augment de I'osmolaritat, la Sln1 és inhibida permetent que
s’activi la via (Posas and Saito, 1998).

En el llevat de fissi6 S. pombe, el camp on s’han desenvolupat més
estudis sobre els sensors de la via és el de la resposta a estres oxidatiu. S’han
identificat tres histidina quinases que semblen estar implicades de forma
especifica en detectar aquest tipus de senyal, la Maki1, Mak2 i Mak3 (Buck et al.,

2001; figura 5).
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Figura 5. Diagrama esquematic de l'activacié del modul Wis4/Win1-Wis1-Sty1 a S. pombe.

Aquestes proteines es van identificar inicialment per la seva capacitat

per fosforilar la Mcs4 (figura 5), d’aqui el seu nom, Mak (Mcs4-associated

kinase), i es va creure que estarien estructuralment relacionades amb la Sln1, la

histidina quinasa responsable de la percepcio del senyal a S. cerevisiae (figura

4). Mak2 i Mak3 sén proteines grans d'uns 2300 aminoacids, mentre que la

Mak1 és més petita amb uns 1600 aminoacids. A continuacié es mostra un

diagrama esquematic comparatiu de I’estructura de les tres histidines quinases

amb la SIn1 de S. cerevisiae (figura 6).
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N-terminal C-terminal
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Figura 6. Representacié esquematica de I'arquitectura de dominis de les histidines quinases Mak1, Mak2 i Maks de S.

pombe i Sln1 de S. cerevisiae. Adaptaci6 de Buck et al., 2001.

Com s’observa a la figura 6, totes quatre proteines presenten un domini
histidina quinasa i dominis reguladors de la resposta al seu extrem carboxil. En
el cas de les proteines de S. pombe, al costat del domini histidina quinasa es
troben un o varis dominis PAS/PAC (dos en Maki i un en Mak2 i Mak3)
caracteristics de proteines implicades en la recepcio de llum, oxigen, potencial
redox, transcripcio regulada per oxigen i regulacio de ritmes circadians (Crews
and Fan, 1999), fet que explicaria que a S. pombe aquest modul fos I’encarregat
de senyalitzar I'estrés oxidatiu i no 'osmotic. Adjacent a aquesta regio, tant
Mak2 com Mak3 contenen un domini GAF, el qual també ha estat identificat en
fitocroms, factors de transcripcid regulats per 'estat REDOX i receptors d’etile
en plantes. Finalment, a l'extrem amino terminal de Mak2 i Mak3 s’ha
identificat un domini similar a les Ser/Thr quinases de procariotes i que no es
troba present ni en la seqiiéncia de la Mak1 ni en la de la proteina Sln1 de S.

cerevisiae (Buck et al., 2001) .
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Amb l'objectiu d’investigar les funcions cel-lulars d’aquestes histidines
quinases en S. pombe, el grup del Dr. Millar va realitzar una serie d’experiments
que van permetre concloure que tant la Mak2 com la Mak3 son necessaries per a
la fosforilaci6 de la Sty1 en resposta a estres oxidatiu i per I'activacié del factor
de transcripcio Atf1 a través de les proteines Mpr1 i Mcs4, que s’explicaran a
continuaci6. Aixi, en cel-lules Amak2 i Amak3 disminueix molt I'expressi6 dels
gens depenents d’Atf1 en resposta a peroxid d’hidrogen (v.g. la tirosina fosfatasa
2, pyp2 i la glutati6 peroxidasa, gpx1). Per altra banda, tot semblaria indicar
que la Mak1 controlaria la transcripci6 de gens depenents de Papi-Prr1 (v.g.
ctt1) en resposta a estres oxidatiu independentment de ’activacio de la cascada
de la MAPK (Buck et al.,, 2001; figura 5; apartat 2.1. Tipus destres i 2.5.1.
Factors de transcripcio).

Un any abans de la identificaci6 de les histidines quinases en S. pombe
s’havia caracteritzat la que seria la seva diana, la fosfotransferasa Mpri1 (Aoyama
et al., 2000; figura 5). La Mpr1 (o Spy1) va ser inicialment identificada per la
seva homologia amb la proteina Ypd1 de S. cerevisiae, la qual és especialment
significativa en les seqiiéncies d’aminoacids que envolten el lloc de fosforilacio,
la His221 (Aoyama et al.,, 2000; Nguyen et al., 2000; Buck et al., 2001). La
Mpr1 és una proteina petita d'uns 300 aminoacids que un cop fosforilada, és
capac d’unir-se a la Mcs4 i transferir-li el grup fosforil de la His221 (Nguyen et
al., 2000). Malgrat aquestes semblances inicials, la proteina de S. pombe i la de
S. cerevisiae presenten diferéncies notables. En primer lloc, la deleci6 de YPD1
és letal perque condueix a una hiperactivaciéo de la via de Hog1l que resulta
toxica per a la cel-lula. En canvi, la Mpri1 és un regulador positiu de la Mcs4 i,
per tant, la seva deleci6 no té grans conseqiiencies per a la cel-lula en condicions
normals (Nguyen et al., 2000). La funci6 de la Mpr1 queda restringida a la
resposta a estres oxidatiu (Buck et al., 2001; Nguyen et al., 2000), mentre que
la YPD1 funciona en resposta a estrés osmotic. Curiosament, tot i que la
fosforilacio de la Sty1 es veu afectada per la delecio de mpri1 en resposta a estres
oxidatiu, els mutants de mpri no s6n més sensibles en comparacié a la soca
salvatge a aquest tipus d’estrés. A més a més, cal destacar que I'expressio de
gens necessaris per a ’'adaptacié en aquestes condicions (v.g. ctt1) no es troba

disminuida en el mutant (Nguyen et al.,, 2000). Aquest comportament
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s’'interpreta com un efecte compensatori exercit per la Pap1, independent de la
Styi. En un apartat posterior referit a l'estudi especific dels factors de
transcripci6 s’estudiara més profundament el funcionament d’aquesta via
paral-lela (apartat 2.5.1.Factors de transcripcio).

Finalment, el darrer element d’aquest sistema és la proteina Mcsg4
(figura 5). El gen mcs4 va ser aillat com a regulador potencial de la mitosi donat
que la seva perdua rescatava el fenotip de catastrofe mitotica que presentaven
els mutants cdc2-3w weei-50, on la CDK de S. pombe, la Cdc2, es troba
hiperactivada (Booher and Beach, 1987; Moltz et al., 1989). Aquest gen, codifica
per una proteina de 522 aminoacids que esta funcionalment i estructuralment
relacionada amb la proteina Sski de S. cerevisiae (55% d’identitat en el domini
C-terminal; figura 4). Igual que el seu homoleg en el llevat de gemmacio, la
Mcs4 presenta en la seva seqiiéncia proteica un domini regulador de la resposta
on, per homologia de seqiiéncia, s’ha pogut identificar un residu altament
conservat, ’Asp412 que correspondria a I’Asp554 de la Sski1 de S. cerevisiae i
que és necessari per a la seva funcio (figures 4 i 5).

Estudis realitzats per Shieh et al., demostren que la Msc4 juga un paper
important en la senyalitzacio d’estres ja que en mutants de la Mcs4 l'activaci6 de
la proteina Sty1 es veu molt compromesa. A més a més, en aquests mutants la
transcripcio de gens de resposta a estres depenents de la Sty1 es veu greument
afectada (v.g. pyp2, ctt1 i gpdi). D’aquestes observacions se’n despren que la
Mcs4 és necessaria per a la inducci6 de gens de resposta a estrés. La
identificaci6 del residu Asp412 i la seva mutacid, pero, van revelar que la Mcs4
és unicament necessaria per a I’activacié de la Sty1 en resposta a H.O. (Buck et
al., 2001). Per altra banda, s’ha observat que la perdua de Mcs4 provoca una
elongaci6o de les cel-lules similar a la que es produeix per la perdua de Wis1
(veure apartat 2.3.2.2. MAPKK) que es veu agreujada en condicions d’elevada
osmolaritat o de deprivaci6 nutricional. En canvi, la sobreexpressié de la Mcs4
és letal degut a una hiperactivaci6 de la via. Per ultim, la sensibilitat dels
mutants de mcs4 no es veu afectada per la deleci6 de wis4 (un dels seus
substrats, veure apartat 2.2.3.1. MAPKKK i figura 5), indicant que ambdues
proteines funcionen en una via lineal (Shiozaki et al., 1997; Cottarel, 1997; Shieh
et al., 1997).
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Malgrat tots els descobriments realitzats fins el moment, encara resten
algunes incognites respecte al procés regulat per aquestes proteines.
Concretament, la fosforilaci6 de la Mcs4 és activadora, donat que la seva
interaccié amb la Mpr1 és depenent de la presencia de la His221 de la tltima i es
veu augmentada en tractar les cel-lules amb H.O.. Sorprenentment, la mutacid
de la His221 de la Mpr1 (Nguyen et al., 2000) o del Asp412 de la Mcs4 (Buck et
al., 2001) augmenten la fosforilaci6 basal de la Sty1. La conclusi6 que se’n extreu
és que la Mcs4 deu regular negativament el modul Wis4/Win1-Wis1-Sty1 en
condicions normals i de forma positiva en resposta a estres oxidatiu.

En resum, les histidines quinases de S. pombe conformen no un, sin6
dos sistemes de transmissi6é de grups fosforil. La Mak2 i la Mak3 s’encarregarien
de transmetre el senyal d’estres oxidatiu a través de la Mpr1 i la Mcs4 fins al
modul Wis4/Win1-Wis1-Sty1-Atf1 mentre que la Maki, també implicada en la
resposta a estreés oxidatiu, ho faria a través de la Pap1 (figura 5). Aixi, com
passava en el cas de la delecié de mpri, la deleci6 de mak2 i mak3 tampoc es
tradueix en hipersensibilitat al tractament amb H.O., probablement degut a un
mecanisme compensatori per part de la via Mak1-Pap1i.

Aixi doncs, sembla ser que aquestes cinc proteines Mak1, Mak2, Mak3,
Mpri i Mcs4 constitueixen un sistema de transmissio del senyal que és
imprescindible, com a minim, en el cas de la resposta a estres oxidatiu en S.
pombe. En el cas d’altres tipus d’estres no esta clar quin és el sistema a través
del qual la cel-lula detecta els senyals externs. La resta de components d’aquest

sistema sensor romanen encara per identificar.

2.3.2. Transmissors del senyal: La cascada de les MAPK

2.3.2.1. MAPKKK: Wisg4 (Wak1/Wik1) i Win1

En S. pombe existeixen 2 gens que codifiquen per proteines de
tipus MAPKKK i que tenen un paper important en les cascades de resposta a
estres. Aquests gens son wis4 1 wini (figura 3).

El gen wis4, també conegut com wiki o waki es va aillar
originariament com un gen capa¢ de suprimir el fenotip de termosensibilitat
que presentava el triple mutant wini-1 cdc25-22 weei-50 (Warbrick and

Fantes, 1991). Aquest gen codifica per a la MAPKKK que activa la Wis1
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mitjancant la fosforilacié de dos residus del domini catalitic: la Ser 469 i la
Thrg73. La proteina Wis4 consta duns 1400 aminoacids que conformen
dominis caracteristics de proteina quinasa (Hanks and Quinn, 1991) a 'extrem
carboxil. A més a més, presenta una elevada homologia amb dues MAPKKK de
S. cerevisiae, Ssk2 (50%) i Ssk22 (49%). En aquest mateix estudi es va aillar el
gen que codifica per a la proteina Wis1 (substrat de la Wis4) de la qual se’n
parlara al segiient apartat (figura 3).

Wis4 és capag de fosforilar la Wis1 in vitro, modificacié post-
traduccional que desapareix si es muta la lisina del centre actiu a arginina
(Samejima et al., 1997). In vivo, la sobreexpressié de la Wis4 augmenta la
fosforilacié de la Sty1, fet que no té lloc en absencia de Wis1. Aquests resultats
units als experiments portats a terme per Shieh et al., van indicar que la Wis4
actua per sobre de la Wis1 (figura 3). El fet que la delecié de wis4 no presentés
un fenotip tan sever en resposta a estres com la deleci6 de components situats
meés avall en la via (wis1 o sty1) va fer pensar des d’'un principi que tingués un
paper redundant en I’activacio de la Wis1 (Samejima et al., 1997; Shieh et al.,
1997; Shiozaki et al., 1997). D’altra banda, estudis genetics previs suggerien que
la proteina codificada pel gen wini podia funcionar també com a MAPKKK,
pero no va ser fins I’any 1998 quan Samejima et al. van resoldre els problemes
de clonatge i van identificar-ne el producte genic.

wini va ser inicialment identificat com un regulador de la mitosi el
fenotip del qual depenia del fons genetic i les condicions nutricionals (Ogden
and Fantes, 1986). Posteriorment, es va comprovar que la sobreexpressié de
Wis1 o Wis4 comporta un augment de l'activacié de la Sty1 i és capac de
restablir la termosensibilitat a 33°C d’'un mutant wini-1 cdc25-22 weei-50
(Samejima et al., 1998). En aquest mateix estudi, es mostrava que la Wis4 i la
Win1 actuen sobre dos llocs de fosforilaci6 molt conservats presents en la
proteina Wist1, la Ser469 ila Thr473, de manera que actuen de forma redundant.

El paper especific de cadascuna d’aquestes MAPKKK ha estat forca
controvertit ja que en el treball de Samejima et al., se li restava importancia a la
Wis4 en la senyalitzacié d’estres osmotic atorgant-li un paper principal a la
Win1 (Samejima et al., 1997). En canvi, treballs realitzats per Shiozaki et al.,

demostraven que la deleci6 de Wis4 disminuia la fosforilaci6 de la Wis1 en
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aquest tipus d’estres (Shiozaki et al., 1997), tot i que no I'eliminava
completament. Actualment, s’assumeix que totes dues quinases poden activar la

via en resposta a diversos tipus d’estres.

2.3.2.2. MAPKK: Wis1

De la mateixa forma que els altres components de la via de les
MAPK d’estres a S. pombe, el gen wis1 es va aillar en screenings que buscaven
reguladors del cicle cel-lular. Concretament, en un screening de gens amb
potencial supressor del fenotip termosensible del mutant cdc25-22 weei-50
wini-1; i d’aqui el seu nom Wis1 (Win1 Suppressing Protein) (Warbrick and
Fantes, 1991/1992). Aixi doncs, al igual que els components upstream de la via,
la deleci6 de wis1 condueix a un fenotip elongat tipic d'un bloqueig de cicle que,
a més a més, es veu exacerbat en condicions d’estrés (Warbrick and Fantes,
1991).

Es tracta d’'un gen que codifica per una proteina de 605 aminoacids
i presenta tots els dominis conservats de proteines quinases descrits per Hanks
and Quinn l'any 1991. En particular, aquesta proteina presenta un alt grau
d’homologia amb el domini catalitic de les proteines Pbs2 (MAPKK) i Stey
(Ser/Thr quinasa) de S. cerevisiae i la MAPKK Byr1 de S. pombe (Hohmann,
2002).

Estructuralment, la Wis1 és similar a les MAPKK de mamifer,
presentant un domini catalitic C-terminal (Warbrick and Fantes, 1991) i un
domini N-terminal d'uns 300 aminoacids que conté una seqiiéncia rica en
prolines, una seqiiencia d’exportacioé nuclear (NES) i una zona d’ancoratge per a
la MAPK Sty1 imprescindible per a la uni6 i activaci6 de la Sty1 en resposta a

estres (Nguyen et al., 2002) (figura 7).
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Figura 7. Diagrama esquematic de I'estructura de la proteina Wisi.

Com s’ha comentat en l'apartat anterior, la fosforilaci6 de la
Ser469 ila Thrg73 per part de les proteines Wis4 i Wint1 en el lloc d’activaci6 del
domini quinasa de la Wis1 és essencial per a l'activaci6 de la proteina en
resposta a estres.

Per altra banda, la Wis1 és I"anica MAPKK capag¢ d’activar la Sty1
sota condicions d’estres (Degols et al., 1996) i és per aixo que la seva delecio
presenta la mateixa sensibilitat a elevada osmolaritat i temperatura, agents
oxidants o deprivaci6 nutricional que mutacions en el gen de sty1. A més a més,
en cel-lules Awis1 no es detecta fosforilacié de la Sty1 en resposta a cap mena
d’estres (Millar et al., 1995; Shiozaki and Russell, 1995; Degols et al., 1996;
Degols and Russell, 1997). Per contra, la sobreexpressio del gen wis1 comporta
una hiperactivaci6 de la via que resulta toxica (Millar et al., 1992b; Ottilie et al.,
1992; Shiozaki and Russell, 1995).

Referent a la seva localitzacio, sempre s’ha considerat la Wis1 com
una proteina citoplasmatica (Gaits et al., 1998), encara que hi ha un estudi
realitzat per Nguyen et al., que demostra que la Wis1 transloca al nucli en
resposta a estres alhora que el seu substrat, la MAPK Sty1. Tot i aixi, cal destacar
que aquesta translocaci6 de la Wis1 al nucli no és total, observant-se una

localizaci6 difusa entre el nucli i el citoplasma (Nguyen et al., 2002).
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2.3.2.3. MAPK: Sty1

El gen sty1 va ser aillat de forma paral-lela en dos estudis diferents
l’any 1995. Per una banda, Millar et al. van aillar mutants d’aquest gen que
suprimien el fenotip letal causat per la inactivaci6 de dues fosfatases
especifiques de Tirosina, la Pyp1 i la Pyp2. Aquestes havien estat préviament
descrites com a reguladors negatius de I'entrada en mitosi (Millar et al., 1992b).
Es per aixo que la MAPK rep el nom de Sty1 (Supressor of tyrosine phosphatase
1). En aquest mateix estudi es va aillar també el gen sty2, que posteriorment va
ser identificat com a wis1. En paral-lel, el grup del Dr. Russell va descriure el
gen spci (Supressor of phosphatase 2C) en un estudi basat en la cerca de
mutants que suprimissin el fenotip letal dels mutants dels gens pertanyents a
dues fosfatases tipus 2C, la Ptc1 i la Ptc3 (Shiozaki and Russell, 1995). Un any
després, al 1996, Kato et al. van aillar el mateix gen al que van anomenar phhi
(Pombe homologue of Hog1) en un estudi de clonatge per PCR d’homolegs de
MAP quinases (Kato et al., 1996).

Aquesta proteina és membre de la familia de les MAP quinases
activades per estres (SAPKs) que inclou la Hog1 de S. cerevisiae i les SAPKs de
mamifer p38 i JNK. A diferencia del que ocorre a S. cerevisiae, on la Hog1 és la
responsable fonamental de la resposta a increments en I'osmolaritat, la Sty1
s’activa en S. pombe en resposta a un gran ventall d’estressos ambientals
(Millar et al., 1995; Shiozaki and Russell, 1996; Degols et al., 1996; Degols and
Russell, 1997; Shieh et al., 1997; Shiozaki et al., 1997). De fet, la caréncia de sty1
indueix fenotips de multisensibilitat a estrés en S. pombe. Aixi, mutants de sty1
son hipersensibles a elevades osmolaritats induides per KCl o sorbitol (Shiozaki
and Rusell, 1995), estres termic (Soto et al., 2002), H.O. (Degols et al., 1996),
radiaci6 ultaviolada (Degols and Russell, 1997), estres per metalls pesats com el
cadmi i depleci6 de fonts de nitrogen i carboni (Madrid et al., 2004). Aixo fa
que la Sty1 s’assembli molt més a les MAPK de mamifer que a la Hog1 (Tibbles
and Woodgett, 1999). A més, els mutants amb manca de styi presenten
problemes de viabilitat en fase estacionaria, son incapacos d’iniciar el programa
meiotic en condicions de deprivacié de nitrogen i retarden l'inici de la mitosi o
inclis no aconsegueixen reiniciar el cicle de divisi6 cel-lular després d’estres

(Shiozaki and Russell, 1995; Wilkinson et al., 1996). La possible relaci6 entre la
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resposta a estres i la progressio del cicle cel-lular es va confirmar en veure la
interaccio letal entre mutants de sty1 i cdc25 a temperatura permissiva (Millar
et al., 1995; Shiozaki and Russell, 1995).

Igual que la resta de components de la familia de les MAPKSs, sota
condicions d’estres la Sty1 és activada mitjancant la fosforilacioé per part de la
Wis1 en dos residus altament conservats del seu domini catalitic, la Thri71 1 la
Tyr173, en el motiu consensus per la MAPKK, TGY (treonina-glicina-tirosina)
(Warbrick and Fantes, 1991; Shiozaki and Rusell 1995). Per altra banda, aquesta
fosforilacié no es I'inic element regulador de I’activitat d’aquesta proteina ja que
s’ha demostrat que la regulacié de la seva localitzacié és també molt important
en la resposta a estres.

La Sty1 és una proteina citoplasmatica en condicions normals i és
en resposta a estres quan la fosforilaci6 d’ambdos residus per part de la Wis1
indueix la seva immediata translocacio al nucli, que és totalment abolida en els
mutants Awis1 (Gaits et al., 1998; Gaits and Russell, 1999). De fet, mutants en
els quals s’han modificat els llocs consensus de fosforilaci6 per la Wisi
presenten els mateixos fenotips de sensibilitat a estreés osmotic i la morfologia
elongada propies d'un mutant Astyz1 (Gaits et al., 1998).

El transport de la Sty1 al nucli és depenent de diversos factors. Per
una banda, és necessaria la participacié de la proteina Pim1 (Matsumoto and
Beach, 1991; Gaits and Russell, 1999; figura 8). Aquesta proteina és un factor
intercanviador de nucleotids de guanina per a les GTPases de la familia Ran.
Aquestes proteines han estat ampliament caracteritzades per la seva implicacio
en processos d'import nuclear. En mutants termosensibles per aquest gen, no
s’observa localitzaci6 nuclear de la Sty1 en resposta a estres, malgrat que si es
produeix la fosforilacio per part de la Wis1. Aquest fet demostra que el procés de
transport al nucli en resposta a estres és un procés actiu i catalitzat per la Pim1
(figura 8; Gaits and Russell, 1999). A més, la Sty1 no conté en la seva seqiiéncia
cap senyal de localitzacié nuclear evident, de manera que probablement el
transport tingui lloc a través de la interacci6 amb una proteina que formi un
complex amb la Sty1 i el transportador. Hi ha dos elements addicionals que

s’han postulat com a importants per la translocaci6 de Sty1 al nucli. Un d’ells és

26




Introduccio

el factor de transcripci6 Atfi, substrat nuclear de la Sty1 sobre el qual en
parlarem més endavant (apartat 2.5.1. Factors de transcripcio).

Degut a que part de la resposta a estres té lloc a través de canvis en
I’expressi6 genica (apartat 2.4. Adaptacié a lestres), cal una interacci6 (directa
o indirecta) de la Sty1 amb factors de transcripcid. Aixo va comportar que ’'Atf1
fos durant molt de temps I'inic substrat conegut de la Sty1 (Takeda et al., 1995;
Kanoh et al.,1996; Shiozaki and Russell, 1996; Wilkinson et al., 1996). Estudis
realitzats per Gaits et al. van demostrar que en mutants que no tenen atfi, la
Sty1 es fosforila en resposta a estres tal i com té lloc en cel-lules wild type pero
no es troba localitzada al nucli. Aquest fet que suggereix la idea que aquest
factor de transcripcié actui com a ancoratge nuclear de la Sty1 en condicions
d’estres (Gaits et al.,, 1998). Per ultim, s’ha descrit que la localitzacio
citoplasmatica de la Wis1 és necessaria per a I’activacid i posterior translocacio
de la Sty1 al nucli en resposta a estres (Nguyen et al., 2002).

Un cop translocada al nucli, la Sty1 roman en aquest compartiment
durant un periode de temps molt curt (uns 20 minuts aproximadament) després
del qual ha de retornar al citoplasma per ser inactivada, ja que és en aquest
compartiment on es troben les fosfatases Pypi1 i Pyp2 encarregades de
defosforilar la Tyr173 de la Styi. Aquest transport nucli-citoplasmatic és
depenent de la maquinaria d’exportacié nuclear, i en concret, de la proteina
exportadora Crm1 (Fornerod et al., 1997; Fukuda et al., 1997a; Ossareh-Nazari
et al., 1997; Stade et al.,, 1997). Aquesta proteina és un receptor nuclear
necessari per exportar proteines que continguin NES a través del complex del
porus nuclear (figura 8). En mutants de perdua de funcio6 parcial d’aquest gen,
la localitzacié nuclear de la Sty1 es troba augmentada i perllongada en el temps;

fet que també afecta la fosforilacio de la Tyr173 (Gaits and Russell, 1999).
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Estrés ambiental Adaptacié al'estres

Citoplasma Piml T

Nucli |

Figura 8. Model del transport nucleo-citoplasmatic de la Sty1 en S. pombe. Adaptaci6 de Gaits and Russell, 1999.

Totes aquestes dades posen de manifest la importancia que té la
resposta a estres ambiental en S. pombe, no només a nivell de les fosforilacions
successives que tenen lloc al llarg de la via de senyalitzacio, sin6 també en la
regulacio dels processos de localitzaci6 subcel-lular de les diferents proteines

implicades en aquesta resposta (figura 8).

2.4. Adaptacio a l’estreés: canvis en I’expressio genica

Com s’ha comentat anteriorment, les cel-lules son capaces de detectar i
reaccionar davant els canvis del medi que les envolta. Especialment els
organismes unicel-lulars ja que es troben constantment en contacte amb
fluctuacions del medi, com ara canvis en les fonts de nutrients, pH,
temperatura, elevades osmolaritats o radiacions UV. Per tal de sobreviure i
proliferar davant aquests canvis s’han d’induir una serie de respostes que

inclouen detectar I’estres rebut, la transmissié del senyal a través de les vies de
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les MAPK i canvis compensatoris a nivell fisiologic i d’expressio genica (Egel,
2004). Com s’ha comentat a I'inici de I’apartat de Resposta a estres, els estudis
d’aquest ambit realitzats en diferents organismes han revelat, en primer lloc,
que I'exposicid a dosis baixes d’un estres condueix a una resposta adaptativa que
confereix resisténcia transitoria a dosis més elevades del mateix tipus d’estres.
En segon lloc, I'adaptacio a un tipus d’estrés comporta una major resisteéncia a
altres estressos, aparentment no relacionats, és a dir, a una protecci6é creuada
(Jamieson, 1992; Lee et al., 1995; Moradas-Ferreira and Costa, 2000). Aquests
fenomens suggereixen que diferents estimuls poden activar mecanismes de
defensa semblants, o que existeix un mecanisme de defensa general que

confereix un nivell basic de proteccid.

Estudis de I’expressio genica mitjancant microarrays de DNA (Chen et al.,
2003) en llevats han demostrat que tant a S. pombe com a S. cerevisiae existeix
un subgrup de gens I'expressioé dels quals pateix canvis en 4 de les 5 condicions
assajades, mentre que I'expressié d’un altre subgrup és especifica de només un o
dos tipus d’estres. Els gens del primer grup so6n els anomenats ESR
(Environmental Stress Response; Gasch et al., 2000) a S. cerevisiae i CESR
(Core Environmental Stress Response) a S. pombe. Als gens del segon grup se’ls
coneix com a SESR (Specific Environmental Stress Response). Dins de cada
grup trobem 2 subgrups: els gens induits i els gens reprimits en resposta a
estres. Els 5 estressos utilitzats en aquest estudi son: estres oxidatiu (peroxid
d’hidrogen, H.O. 0,5mM), estres per metalls pesants (cadmi, CdSO, 0,5mM),
estres per calor (39°C), estres osmotic (sorbitol 1M) i dany al DNA (metil meta

sulfonat, MMS 0,02% w/v) (Chen et al., 2003).

2.4.1. CESR (Core Environmental Stress Response)
Els gens que corresponen a aquest grup varien la seva expressid en
resposta a 4 dels 5 estressos utilitzats. Trobem uns 140 gens induibles i uns 100

gens reprimibles.

» CESR induibles: son gens implicats en una gran varietat de
funcions. En general, codifiquen per proteines implicades en el

metabolisme de carbohidrats (tps1 i ntp1 encarregats de la sintesi i
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degradaci6 de la trehalosa, respectivament), antioxidants (la
catalasa ctt1, la glutati6 peroxidasa gpxi, la tioredoxina trx2, la
glutaredoxina  grxi), enzims implicats en  processos
d’ubiquitinitzacio, I'enzim glicerol-3-fosfat deshidrogenasa o heat
shock proteins hsp19 i hspg. Per altra banda, també trobem els
factors de transcripci6 Atfi i Pcri i proteines implicades en

senyalitzacio com la Mpri i la Srki, entre d’altres.

» CESR reprimibles: l'estrés també comporta una baixada en els
nivells d’expressié d’alguns gens. Dins d’aquest grup s’inclouen els
gens que es troben majoritariament associats a la sintesi de
proteines, transport, transcripcié (subunitats I, II, III de la RNA

polimerasa), senyalitzacio cel-lular i organitzaci6 del citoesquelet.

La regulacié de tots aquests gens és majoritariament depenent de la
MAPK Sty1 i en menor grau, del factor de transcripcié Atfi. Atenent als patrons
d’expressio en cel-lules wt, Asty1 o Aatfi, els gens que pertanyen al CESR es
poden subdividir en 4 grups segons la seva dependencia de la Sty1, de ’'Atf1, de

tots 2 o de cap d’ells.

1. Classe 1: gens que requereixen de la Sty1 i I'Atf1 per a la seva
expressio basal i la induida per estres (la catalasa, ctti; la tiol
transferasa, grxi; ila glutati6 peroxidasa, gpx1).

2. Classe 2: gens que requereixen de la Sty1 i 'Atf1 per a la seva
induccio6 en resposta a estres pero no per a la seva expressio basal.

3. Classe 3: gens que necessiten la Sty1 per a la induccié pero so6n
independents de I’Atf1 (el fosfotransmissor regulador de la resposta
a estres, mpr1 ila proteina fosfatasa 2C, ptci).

4. Classe 4: gens independents de Sty1 i d’Atf1.

En general, la major part dels gens CESR han resultat ser depenents de

la Sty1 i en part també d’Atf1. La conclusi6 que se n’extreu és que la MAPK Sty1
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juga un paper critic en la regulacio d’aquests gens en els 5 estressos testats, tot i
que hi ha un subgrup (la classe 4) que poden ser induits en absencia de la
MAPK. A més a més, les observacions que la Sty1 controla més gens que I'Atf1
suggereixen que la MAPK regula més factors de transcripcié. Per altra banda, la
Sty1 pot jugar també un paper en la repressié de gens del CESR, donat que
Iexpressio d’alguns d’ells augmenta en cel-lules Astyi1. De fet, ja s’havia parlat
d’'un paper repressor d’Atfi en l'expressi6 de gens depenent de l'estat de
fosforilacié de la Sty1 (Degols and Russell, 1997), pero no es pot considerar un
mecanisme general ja que podria ser que la inducci6 d’aquests gens constituis

un mecanisme compensatori de ’absencia de la Sty1.

2.4.2.SESR (Specific Environmental Stress Response)

Els gens SESR son aquells que juguen un paper especific dins la
resposta a estres. Dins d’aquest grup els gens es poden subdividir en aquells
que semblen ser especifics d'una resposta a estrés concreta i aquells que
s'indueixen en 2 o 3 dels estressos examinats pero que no compleixen les
caracteristiques per incloure’ls dins el grup dels CESR. La proporci6 de gens
depenents de la Sty1 i I’Atf1 és menor que en el cas dels gens CESR, i inicament

se li ha atorgat un paper més important en el cas d’estres oxidatiu i calor.

Per altra banda, s’ha suggerit que la via de les SAPKs estigués regulant
factors que intervenen en la topologia de la cromatina (tupi11 i tup12) per tal que
I'expressio de certs gens tingui lloc de forma especifica en resposta a estres

(Hirota et al., 2003).

Finalment, s’ha relacionat la implicaci6 de la Sty1 en el manteniment de
la traducci6 de proteines en resposta a estres per tal de facilitar ’adaptacié.
Aquest fenomen és depenent de l'estat de fosforilaci6 de 1'eIF2, que s’ha de
mantenir defosforilat per ser actiu. En absencia de la Sty1 (i també d’Atf1 o
Pcr1), I'elF2 s’hiperfosforila, esdevenint inactiu (Dunand-Sauthier et al., 2005).
Aixo implicaria un nou nivell de regulaci6 per part de la Sty1 en la produccio6 de

proteines de resposta a estres.
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2.5. Efectors de la via de MAPK: Substrats de Sty1

Com s’ha explicat en l'apartat anterior, els resultats dels microarrays
mostren que la Sty1 és imprescindible per tal que es pugui donar I'expressio
genica necessaria per a ’adaptacio i que aquest procés depen en part del factor
de transcripci6 Atfi. Cal remarcar pero, que la Sty1 també pot realitzar les seves
funcions a través d’altres substrats com ara les quinases Cmk2 i Srki, sent
aquesta ultima el tema central d’aquesta tesi. Aixi doncs, els substrats coneguts
de la MAPK Sty1 es poden dividir en dos grans grups: els factors de transcripcio
com Atf1, Pcr1, Pap1 i Prr1 iles Ser/Thr quinases Cmk2 i Srki. A continuacio

s’analitzaran amb detall aquests dos grups.

2.5.1. Factors de transcripcioé: Atfi, Pcri, Pap1i Prr1

Una part fonamental de la

. ) ) ESTIMUL EXTERN
resposta a estrés ambiental és

l’activacié dels programes d’expressiod TRANSDUCTORS
N . .. e , (MAP QUINASES)
genica, ja siguin els especifics d’un

tipus d’estrées determinat o els

generals, per tal de garantir Ia

superviveéncia i proliferaci6 cel-lulars.

Aquests mecanismes impliquen

lactivaci6 i localitzacié d’'una serie de
factors de transcripci6 que seran els @
encarregats de regular Iexpressio

< . Control dels programes d’expressi6 génica
genica (figura 9).

Figura 9. El control dels programes d’expressio

genica és una part fonamental en la resposta a estres

ambiental.

En el cas de S. pombe, I'expressio genica en resposta a estres ambiental

ve regulada principalment pels factors de transcripcio Atf1, Pcri, Pap1i Prri.

» Atf1iPeri:
El gen atf1 va ser inicialment descrit en un estudi de seqiienciaci6 del

cromosoma II de S. pombe (Takeda et al., 1995). Aquest gen codifica per una
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proteina de 566 aminoacids que pertany a la familia de factors de transcripcio
bZIP (de I'angles, Basic leucine zipper). Aquesta familia es caracteritza per
presentar en la seva estructura un motiu ric en aminoacids basics, que
conformen la zona d’ancoratge al DNA, i una regio6 rica en leucines, necessaria
per a 'homo i heterodimeritzaci6 d’aquests factors de transcripci6. Aquesta
familia es troba altament conservada evolutivament, sent Atfi més semblant a
I’ATF-2 de mamifers, amb un 53% d’identitat, (Tibbles and Woodgett, 1999) que
no pas als membres d’aquesta familia en S. cerevisiae (Fujiwara et al., 1999).

D’acord amb el paper de la Sty1 en la regulacié de 'expressio genica en
resposta a estres, durant molt de temps el factor de transcripci6 Atfi va ser
I"anic substrat conegut de la MAPK (Takeda et al., 1995; Kanoh et al., 1996;
Shiozaki and Russell, 1996; Wilkinson et al., 1996). Aquest factor de transcripcio
reconeix i suneix a zones de DNA conegudes com CRE (Elements de Resposta a
AMP ciclic) que presenten la seqiiencia consens 5- NTGACGT(C/A)-3’ (Takeda
et al., 1995; Kanoh et al., 1996).

L’Atf1 és 'encarregat de regular I’expressio de diferents gens en resposta
a estrés ambiental de manera depenent de la Sty1. Entre aquests gens es troben
la gpdi1 (glicerol-3-fosfat deshidrogenasa), la ctt1 (catalasa), la fbp1 (fructosa-
1,6-bifosfatasa), la pyp2 (fosfotirosina fosfatasa 2) de la que se’n parlara
posteriorment, el sterr (factor de transcripcié essencial en el procés de
conjugacio) i el mateix atf1 en resposta a diferents formes d’estres (Shiozaki and
Russell, 1996; Wilkinson et al., 1996; Degols and Russell, 1997; Nakagawa et al.,
1999; Nakagawa et al., 2000; Neely and Hoffman, 2000). Per aquest motiu, els
mutants Aatfr son sensibles a diferents formes d’estres tal i com ho sén els
mutants de styr i wis1 (Shiozaki and Russell, 1996; Wilkinson et al., 1996;
Degols and Russell, 1997). Per contra, el mutant d’atftr no presenta cap defecte
en la progressio del cicle cel-lular ni és sensible a cadmi o arsenit, ni tampoc a
drogues com la cicloheximida, staurosporina o anisomicina (Toone et al., 1998).
Per altra banda, s’ha observat que aquest mutant tampoc és sensible a
radiacions UV o a MMS pero si que és activat per aquests agents i és capac
d’induir I'expressio de ctt1 en resposta a ells (Degols and Russell, 1997).

Tot i que I’Atf1 es considera un activador de la transcripcio de gens de

resposta a estres, existeixen dades que indiquen que en absencia d’estres podria
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funcionar com a repressor. Es el cas del que van observar Degols i Russell I'any
1997. En aquest estudi, es va veure que en cel-lules irradiades amb llum UV, la
manca de sty1 indueix cert nivell d’expressio del gen de la catalasa ctt1 i que
aquest nivell d’expressi6 augmenta si la deleci6 de styz es combina amb la
delecio d’atft (Degols and Russell, 1997). En S. cerevisiae s’han trobat dades
similars per a la proteina Sko1 (Proft et al., 2001).

Poc després de ser aillat I'atf1, diversos estudis van demostrar que
activava la transcripcié de molts gens mitjancant la formaci6 d'un heterodimer
amb el factor de transcripcié de tipus bZIP, Pcr1 (Watanabe and Yamamoto,
1996; Wahls and Smith, 1994; Kanoh et al., 1996; Ohmiya et al., 1999). En el cas
de cel-lules de mamifer, s’ha suggerit que la formaci6 d’heterodimers de
diferents factors de transcripcié de tipus bZIP controla una gran varietat de
sistemes de regulaci6 transcripcionals que permeten augmentar i diversificar les
respostes geniques (Wolberger, 1998). En el cas del llevat, s’ha descrit que tot i
que les cel-lules amb manca de Pcri comparteixen la major part dels fenotips
derivats d’estres de les cel-lules Asty1 i Aatfi, també presenten caracteristiques
diferents. Tant les cel-lules Apcr1 com Aatf1 son sensibles al fred i ineficients en
els processos d’aparellament o mating i formacié d’espores després d’una
depleci6 de les fonts de nitrogen del medi. Per altra banda, els mutants
individuals també son deficients en la recombinaci6 meiotica degut a que
I’heterodimer Atfi/Pcr1 (també conegut com Mts1/Mts2) s'uneix als hot spots
de manera més eficient que els factors de transcripcié individuals (Kon et al.,
1997; Wahls and Smith, 1994). La participaci6 del complex Atfi/Pcr1 en el
reconeixement dels hot spots explica 'observacié que molts d’aquests hot spots
es localitzin a les regions promotores (Wu and Lichten, 1994). Un cop unit als
hot spots, el complex Atf1/Pcr1 dirigeix la remodelacioé de la cromatina per tal
d’activar la recombinacié meiotica (Yamada et al., 2004). Malgrat aquests
descobriments, el paper dels heterodimers Atf1/Pcri1 en resposta a estres restava
encara per elucidar. Tot i que s’ha descrit que tant Atf1 com Pcr1 poden unir-se
als promotors de gens regulats per estres (Kanoh et al., 1996; Watanabe and
Yamamoto, 1996), fins fa relativament poc temps no s’havia pogut demostrar
que els heterodimers s’unissin amb major afinitat que els factors de transcripcio

individuals als elements cis. Per altra banda, s’havia demostrat que I’Atf1 i no
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Pcr1 és necessari per a la supervivencia davant un augment en 'osmolaritat del
medi (Kon et al., 1997; Kon et al., 1998), suggerint que ’heterodimer jugaria un
paper important en els processos de mating, meiosis, i la recombinacio
mitjancada pels hot spots, pero no en la resisténcia global a I’estres.

Aixi doncs, estudis recents duts a terme pel grup del Dr. Jones
(Lawrence et al., 2007) i la Dra. Hidalgo (Sans6 et al., 2008) han permes
elucidar la regulacio i el paper d’aquests dos factors de transcripcio en resposta
a estres. Tot i que s’havia demostrat que la Sty1 fosforilava ’'Atf1 tant in vitro
(Wilkinson et al., 1996) com in vivo (Shiozaki and Russell, 1996) el paper
d’aquesta fosforilaci6 no estava gaire clar. Per una banda se sabia que
I'expressi6 de gens diana d’Atfi requeria que la Sty1 fos activa pero el
mecanisme restava desconegut. El grup del Dr. Jones, mitjancant la creacié d'un
mutant d’atft que conté els 11 residus consensus de fosforilacié per la MAPK
mutats a alanina, va observar que el mutant no presentava una perdua de
funcionalitat evident ni tampoc exhibia la mateixa sensibilitat a estres que el
mutant Aatfi. A més a més, el mutant dels llocs de fosforilacié podia encara
activar la transcripcié de moltes de les seves dianes. La conclusié de 'estudi és
que la Sty1 més que activar 'Atf1 el que fa és estabilitzar-lo mitjancant la
fosforilacié. De fet, 'Atf1 presenta un nivell de fosforilaci6 basal que estaria
afavorint la seva estabilitat en condicions normals. En resposta a estres, la seva
hiperfosforilaci6 conduiria a I'acumulaci6 d’Atfi per tal d’afavorir la seva
activitat (Lawrence et al., 2007). Com s’ha comentat anteriorment, ’Atf1
interacciona amb Pecr1 (Lawrence et al., 2007; Sansoé et al., 2008), i sembla ser
que aquesta uni6 afavoreix I’estabilitat del primer. Finalment, la transcripcio i
estabilitat del mRNA d’atf1 també es regulen de forma depenent de la Sty1. En
resposta a estres oxidatiu, per exemple, la proteina Csx1 s’hiperfosforila i s'uneix
al mRNA d’atf1 (que conté un element ARE), estabilitzant-lo (Rodriguez-Gabriel
et al., 2003).

En canvi, el grup de la Dra. Hidalgo, tot i presentar les mateixes
evidencies que el treball de Lawrence et al. en relaci6 a la uni6 entre Atf1i Per1i
els seus papers similars pero no idéntics en resposta a estres, difereix en relacio
a l'estabilitat d’Atf1. Mentre que Lawrence et al., afirmen que l'estabilitat d’Atf1

depen de Sty1 i de Pcri, en el cas de Sanso et al., indiquen que sota les seves
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condicions (I’atf1 integrat sota el control d'un promotor nmt41) no veuen una
disminucio6 de la proteina d’Atf1 en els mutants Asty1 i Apcri. En aquest mateix
estudi, demostren com I’Atf1 es pot unir a promotors en cel-lules amb manca de
Pcri, fet que demostra que Atf1 pot actuar també com a homodimer.

En el cas de cel-lules de mamifer, se sap que en condicions normals
’ATF-2 es troba en una conformaci6o inactiva degut a la interaccid
intramolecular entre el seu domini d'unié al DNA i ’extrem N-terminal. Perque
la proteina sigui transcripcionalment activa, cal que aquesta interaccid es
trenqui mitjancant la uni6 de ’ATF-2 amb altres proteines com I’E1A o el c-Jun,
o mitjancant la fosforilacié per les SAPKs (Li and Green, 1996). Altres estudis,
pero, també han suggerit que la fosforilaci6é podria tenir un efecte directe sobre
el domini transactivador de la proteina (Livingstone et al., 1995; van Dam et al.,
1995; Gupta et al., 1995). Per altim, s’ha parlat d'un paper protector de la
fosforilaci6 en I'estabilitat ’ATF-2, impedint la seva ubiquitinitzaci6 i posterior
degradacio6 pel proteasoma (Firestein and Feuerstein, 1998; Fuchs and Ronai,

1999; Fuchs et al., 2000).

= Pap1:

Tot i que no s’ha demostrat que la Pap1 sigui una diana directa de la
Sty1, la seva translocacio al nucli en resposta a H.O. sembla ser depenent de la
MAPK (Shiozaki and Russell, 1996; Wilkinson et al., 1996; Toone et al., 1998).
Es per aixo que en aquest apartat s’estudiaran amb deteniment els mecanismes
de regulacié d’aquest factor de transcripcid en resposta a estres.

El gen pap1 va ser inicialment aillat com un gen capac de conferir
resistencia a staurosporina quan esta present a la cel-lula en elevat nombre de
copies (Toda et al., 1991). Aquest mateix fenotip s’observava en sobreexpressar
gens de multiresisténcia a drogues com padi, hba2, pmdi o en mutants del
transportador nuclear crmui.

La Pap1 és un dels components de la familia AP-1 de llevat (Toone et
al., 1998) que inclou també la Cap1 de C. Albicans i la Kap1 de Kluyveromyces
lactis. Igual que I’Atf1, aquesta familia de factors de transcripcié es caracteritza
per la presencia dun domini bZIP que els permet la formaci6 d’homo o

heterodimers. La principal diferencia estructural amb la familia d’Atf1 radica en
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que aquests factors presenten, a més a més, dues regions riques en cisteines
localitzades al centre i a l'extrem carboxil de la proteina (el cysteine-rich
domain o CRD), respectivament (Toone et al., 1998). Aquesta zona rica en
cisteines de I’extrem C-terminal es considera un sensor de I'estat REDOX de la
cel-lula i participaria en la localitzaci6 nuclear d’aquestes proteines en resposta a
estres oxidatiu.

A diferencia d’Atf1, que es localitza predominantment al nucli, la Pap1
conté una seqiiencia d’exportacio nuclear (NES) en el domini C-terminal que fa
que, en absencia d’estres, la localitzaci6 d’aquest factor de transcripcid sigui
principalment citoplasmatica. El transportador nuclear Crmi regula
negativament la localitzaci6 nuclear de Papi, exportant-la del nucli al
citoplasma (Stade et al., 1997; Toone et al., 1998).

La regulaci6 del factor de transcripcié Pap1 es du a terme a nivell de
modificacions post-traduccionals i de la seva localitzaci6 subcel-lular. En
condicions d’abseéncia d’estres, Pap1 és una proteina citoplasmatica i és en
resposta a baixes concentracions d’estres oxidatiu (H.O., DEM: Dietil Maleat)
quan s’acumula al nucli (Castillo et al., 2002; Kudo et al., 1999). Aquest
transport implica la inactivaci6 del transportador nuclear Crm1i que en
condicions normals seria I'encarregat de mantenir Pap1 al citoplasma. Aixi,
mutants inactius del gen crmi presenten localitzaci6 nuclear constitutiva de
Pap1 (Toone et al., 1998). El mecanisme a través del qual diferents agents
oxidants sén capacos d’inhibir el transport via Crm1 i permetre la localitzacié
nuclear de Pap1 és la modificacié post-traduccional dels residus cisteina del
factor de transcripcié. D’aquesta manera, es bloqueja I’'accés de la proteina Crm1
al NES present en l'extrem carboxil de Pap1 (Kudo et al., 1999). Aquestes
modificacions post-traduccionals depenen del tipus d’agent oxidant utilitzat. El
peroxid d’hidrogen indueix una modificacio reversible consistent en 1'oxidacié
de dos residus cisteina (Cys278 i Cys501 o Cys532) separats dins la seqiiéncia de
Papi que, en unir-se mitjancant ponts disulfur, indueixen un canvi
conformacional que impedeix I'accés a Crmi1 (Castillo et al., 2002). Per altra
banda, el DEM indueix un canvi conformacional no reversible modificant
covalentment dues cisteines ubicades en 'extrem carboxil de Pap1, on se situa el
NES (Castillo et al., 2002).
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Dins el nucli, la Pap1 indueix I'expressié de gens necessaris per a la
detoxificaci6 dels agents oxidants. Algunes de les dianes d’aquest factor de
transcripci6 son les comentades a l'inici d’aquest apartat: la catalasa ctt1
(Nakagawa et al., 1995; Nakagawa et al., 1999; Nakagawa et al., 2000), la
tioredoxina trx2 (Toone et al., 1998) , la tioredoxina reductasa trr1 (Casso and
Beach, 1996) i la glutati6 reductasa pgri (Lee et al.,, 1997). De manera
interessant cal destacar, novament, l'existéncia, d'un mecanisme de
retroalimentacié negativa, ja que la inducci6 de l'expressio genica de les
tioredoxines condueix a la inactivaci6 de Pap1 (ja que reverteixen el seu estat

oxidat i actiu) (Vivancos et al., 2004).

En els darrers anys, els treballs de Vivancos et al., 2005 i Bozonet et al.,

2005 han permes identificar el regulador de Pap1, la peroxiredoxina Tpxi.

Les peroxiredoxines participen en el procés de detoxificaci6 de 'H.O- a
través d’'una cisteina (cisteina peroxidatica) a acid sulfenic (Cys-SOH). Aquest
intermediari oxidat pot formar un pont disulfur amb una cisteina no oxidada
d’'una altra subunitat, formant un dimer que pot ser reciclat de nou a l’estat
monomeric reduit inicial per l'acci6 d’'una tioredoxina (figura 10). Aquest
intermediari oxidat a acid sulfenic és I'encarregat de transmetre el senyal a la
Pap1, probablement a través de la formacié de dimers (Vivancos et al., 2005).
Estudis realitzats per Rabilloud et al., 2002 i Yang et al., 2002 indiquen que
I’exposicio a dosis elevades d’H-O- pot inactivar les peroxiredoxines degut a que
la cisteina peroxidatica oxidada a acid sulfénic pot seguir reaccionant donant
lloc a acid sulfinic. Aquest fet explicaria perque dosis elevades de I'oxidant no

activen la Pap1.

A concentracions més elevades d’oxidant, la Tpx1 s’inactivaria per
I'oxidacié d’'una cisteina de la seva estructura impedint-se aixi I’activacié de la
Pap1 i el factor de transcripcio es mantindria inactiu al citoplasma. En aquesta
situacio s’activa la via de Sty1-Atf1 per activar la transcripcié de gens com ctt1 i
gpx1 que permetin el descens de la concentraci6 d’oxidant fins a nivells que
possibilitin I'activacio de Pap1. A més, ’'Atf1 regula la transcripci6 de srx1 que

codifica per la sulforedoxina, encarregada de tornar a reduir la Tpx1 i per tant
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facilitar I'activaci6 de Papi (Bozonet et al., 2005; Vivancos et al., 2004;

Vivancos et al, 2006) (figura 10).
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Figura 10. Esquema del model d’activaci6 de Pap1 en resposta a baixes vs elevades concentracions d’H-O- (Vivancos et

al., 2005).

En resum, podria dir-se que en funci6 del tipus i de la concentraci6
d’agent oxidant es posen en marxa mecanismes diferents que impliquen
l’activacio de factors de transcripcid que engeguen els programes d’expressié

genica dirigits a garantir la supervivencia cel-lular.

= Prri:

Prr1 és una proteina reguladora de la resposta que presenta un elevat
grau d’homologia amb el domini d’ancoratge al DNA situat a la zona amino-
terminal del factor de transcripci6é de xoc térmic (Ohmiya et al, 1999). Es troba

relacionat amb la Snk7 de S. cerevisiae i, al igual que el seu homoleg, presenta
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un domini receptor a ’extrem carboxil caracteristic de reguladors de resposta
bacterians. Per analogia amb Snk7 es creu que podria participar en ’activacié
de Pap1 (Ohmiya et al., 1999) i, donat que també comparteix certa similitut amb
la Mcs4 (figura 5), també s’ha suggerit que pugui ser activat per una histidina
quinasa, com ara la Maki (Buck et al.,, 2001). Els mutants d’aquest gen
comparteixen alguns dels fenotips de sensibilitat a agents oxidants de la soca
Apap1 pero, en canvi, no son sensibles a diamida, cicloheximida o anisomicina
(Ohmiya et al., 1999).

Pel que fa a la relacié de Prr1 amb la cascada de Sty1-Atf1, sembla que
seria independent, ja que en mutants Aprri 'activacié de Sty1 i 'expressio de
gens de resposta a estres no es veuen afectats (Ohmiya et al., 2000). Malgrat
aixo, curiosament, mutants que no tenen prri presenten els mateixos defectes
d’esterilitat que els mutants Aatf1 degut a la seva incapacitat per induir stez1 en
resposta a deprivaci6 de nitrogen (Greenall et al., 2002). Tot aix0 fa que el
paper de Prr1 en la regulaci6 de 'expressio genica en resposta a diferents formes

d’estres sigui encara confus.

2.5.2. Quinases: Cmk2 i Srki1

Com s’ha indicat al principi d’aquest apartat, a més a més dels factors
de transcripcid, existeixen altres proteines que poden ser regulades per la Sty1.
En el nostre grup, s’han descrit dues quinases que séon substrats in vivo de la
MAPK, la Cmk2 (Alemany et al., 2002; Sanchez-Piris et al., 2002) i la Srki
(Smith et al., 2002; Lopez-Aviles et al., 2005 i part del treball d’aquesta tesi
Lopez-Aviles*, Lambea* et al., 2008).

Ambdues proteines s6n homologues a la quinasa Rck2 de S. cerevisiae
(Bilsland-Marchesan et al., 2000; Teige et al., 2001) i a les quinases depenents
de calmodulina de mamifer, tot i que en el seu cas no es troben regulades per
Caz2+/CaM.

* Cmka2:
La Cmk2 és una proteina de 504 aminoacids amb un pes molecular de
57 KDa. La seva deleci6 ha demostrat que no és un gen essencial per a la

viabilitat cel-lular en condicions normals (Alemany et al., 2002) i que els nivells
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de proteina es troben regulats al llarg del cicle, sent maxims en post-anafase i
minims en ’entrada en G2. Per contra, la Cmk2 és essencial per a la resposta a
estres oxidatiu ja que els seus mutants son sensibles a aquesta forma d’estres
ambiental. Sota aquest tipus d’insult, la Sty1 interacciona amb la Cmk2 i la
fosforila en la Thrq11 del domini regulador de I'extrem carboxi-terminal de la
proteina (Sanchez-Piris et al., 2002).

La sobreexpressiéo d’aquest gen indueix un bloqueig en la fase G2 del
cicle depenent de la Cdc2 (CDK de S. pombe). Alhora, aquesta sobreexpressio
rescata defectes del checkpoint de replicacié del DNA, pero no de dany al DNA,
fet que suggereix que la parada en fase G2 proporcionaria el temps necessari per
a reparar les possibles alteracions de la replicacié (Alemany et al., 2002).

No esta clar quin pot ser el paper d’aquesta quinasa en resposta a
estres oxidatiu pero s’ha suggerit que, donat que a S. cerevisiae Rck2 és capacg
de fosforilar proteines implicades en processos de traduccié com EF-2 (Teige et
al., 2001), la Cmk2 pogués desenvolupar una funcié similar en resposta a estres

oxidatiu.

» Srki:

La proteina Srki, homologa a la MK2 de cel-lules de mamifer, ha estat
implicada en dos processos essencials de la cel-lula: la progressi6 del cicle
cel-lular i la resposta a estres. Degut a la importancia d’aquestes funcions,

s’abordaran aquests blocs per separat a continuacio.

1. Paper de la Srk1 en el control del cicle cel-lular.

El gen de la Srki1 va ser clonat en el nostre grup (Lopez-Aviles et al.,
2005) degut a la seva homologia amb les quinases depenents de calmodulina.

srk1 codifica per una Ser/Thr quinasa de 580 aminoacids amb un
elevat grau d’homologia de seqiiéncia amb les quinases Cmk2 de S. pombe i
Rck2 de S. cerevisiae. Tant és aixi, que la Srki conserva els dominis de
fosforilacié per la MAPK de mamifer p38 i 'ancoratge a MAP quinases present
en Rck2. Una de les caracteristiques més importants de la Srki1 és el seu paper
controlant I'entrada en mitosi de la cel-lula a través de la inactivacié de la

fosfatasa Cdc25 en un cicle normal. Per tal de facilitar la comprensié d’aquest
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paper, a continuaci6 es resumira breument el cicle cellular de
Schizosaccharomyces pombe.

De la mateixa manera que succeeix en organismes superiors, el cicle
cel-lular del llevat de fissi6 consta de 4 fases discretes (figura 11) conegudes com
a G1, S, G2 i M. Fruit d’aquest procés, tots els components necessaris per a la
supervivencia cel-lular aixi com el material genetic de la cel-lula mare s6n

duplicats i repartits de forma equitativa entre les cel-lules filles.

Figura 11. Cicle cel-lular de Schizosaccharomyces pombe.

La fase G1 (Gap phase 1) es caracteritza per ser una fase activa de
sintesi de proteines necessaries per als estadis posteriors del cicle. La fase S
(sintesi) comenca amb l'inici de la replicaci6 a diferents punts del genoma. Quan
els origens de replicacié son desactivats es passa a fase G2 (Gap phase 2) en la
qual les cel-lules assoleixen la mida adient per a poder entrar en mitosi. En la
fase M (mitosi) les cel-lules amb DNA duplicat segreguen els seus cromosomes
en 2 nuclis, procés que anira seguit de la citocinesi i que conduira a la separacio

de les 2 cel-lules filles.
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La transici6 entre fases esta controlada de forma molt acurada
mitjancant D’activitat d’'una tnica quinasa, la Cdc2/Cdk1 (Stern and Nurse,
1996), que es pot trobar associada a diferents subunitats reguladores o ciclines
depenent de la fase del cicle cel-lular. Fins el moment, s’han descrit 4 ciclines
diferents a S. pombe: Puci, Cigi, Cig2 i Cdc13 (Booher and Beach, 1988;
Forsburg and Nurse, 1991; Bueno et al., 1991; Bueno and Russell, 1993; Creanor
and Mitchinson, 1996). La Puc1 regeix la fase G1, la Cig1 i la Cig2 son ciclines de
fase S i la Cdc13 és la responsable de la transici6 G2/M. Les tres darreres s6on
ciclines de tipus B, mentre que la Puc1 presenta una major similitud amb les
ciclines de fase G1 de S. cerevisiae. Cal destacar, pero, que de totes quatre, la
Cdc13 és 1’ tnica ciclina essencial per a la viabilitat cel-lular, i pot compensar
I’accio de les altres ciclines en cas que aquestes no hi siguin presents (figura 11)
(Fisher and Nurse, 1996; Martin-Castellanos et al., 1996). A més a més, les
accions d’altres quinases i fosfatases, aixi com la uni6 d’altres proteines acaben
de modular l'activitat de la Cdc2. Més concretament, parlarem de les quinases
Wee1 i Miki i la fosfatasa Cdc25, degut a la seva relacio amb la Srki.

L’activitat de la Cdc2 és inhibida en fase G2 a través de la fosforilacié
en la Tyr15 (Gould and Nurse, 1989). Aquesta fosforilaci6 és duta a terme per les
quinases Wee1 i Mik1 (figura 12), essent Wee1 la quinasa principal (Nurse, 1975;
Russell and Nurse, 1987b; Featherstone and Russell, 1991; Lundgren et al.,
1991; Parker and Piwnica-Worms, 1992; McGowan and Russell, 1993; Lee et al.,
1994). El significat d’aquesta fosforilacié és evitar una activaci6 prematura del
complex Cdc2-Cdc13 que podria comportar greus problemes per a la cel-lula. En
canvi, en el moment que es necessiti que la cel-lula avanci en el cicle, cal que la
Tyr15 sigui defosforilada. Aquesta acci6 és duta a terme principalment per la
fosfatasa Cdc2s (figura 12) (Russell and Nurse, 1986; Gould and Nurse, 19809;
Gould et al., 1990; Millar et al., 1991; Millar et al., 1992a; Kovelman and
Russell, 1996).
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Figura 12. Regulaci6 del complex Cdc2-Cdc13 per Wee1, Mik1 i Cde2s.

El treball realitzat al nostre grup (Lopez-Aviles et al., 2005) va
permetre definir el paper de la Srk1 en el control del cicle cel-lular mitjancgant la
inhibici6 de la fosfatasa Cdc25, i per tant mantenint el complex Cdc2-Cdc13
inactiu (figura 13).

En aquest estudi es va observar que la sobreexpressié del gen srki
indueix una aturada en la progressi6 del cicle cel-lular que es manifesta
fenotipicament amb l'elongaci6 de les cel-lules. La tinci6 DAPI dels nuclis i
lanalisi de FACS van permetre establir que aquestes cel-lules es trobaven
aturades amb un sol nucli i contingut 2C de DNA, indicatiu d’'una aturada en la
fase G2 del cicle cel-lular.Per altra banda, la delecio6 del gen srk1 provoca que les
cel-lules es divideixin amb un fenotip semi-wee, és a dir, entren en mitosi abans
d’assolir el tamany corresponent. Per tal d’establir a través de quin substrat la
Srki era capa¢ d’aturar el cicle es van dur a terme una serie d’experiments
genetics que van permetre concloure que la Srki actuava a través de la Cdc2s,
inhibint-la. Aix0 es va demostrar sobreexpressant srki1 en els fons genetics cdc2-
3w (insensibles a la regulacié de Cdc2 per Cdc25) o cdc2-3w Acdc25 i observant
que no tenia cap efecte. A més a més, en sobreexpressar srki juntament amb
pyp3 (fosfatasa que és capac de regular la defosforilacié6 de Cdc2 en Tyri5) es
reverteix I’ aturada de cicle. Aquest fet juntament amb I'observacio que la Srki
és capag d’interaccionar i de fosforilar in vitro el domini regulador de I'extrem
amino de la Cdc25, permet concloure que la Srk1 exerceix el seu paper a través
de la inhibici6 d’aquesta fosfatasa i per tant, la inactivacié de la Cdc2.
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Per altra banda, aquests resultats recordaven la regulaci6 de cicle per
part de les quinases de checkpoint Chki1 i Cdsi, les quals fosforilen la Cdc25 per
tal d’aturar el cicle fins que 'estres s’hagi sobrepassat. Aixi doncs, es va voler
estudiar si la Srk1 era capac de fosforilar la Cdc25 en els mateixos residus que
les quinases de checkpoint. Els assajos de fosforilacié in vitro van permetre
afirmar que la Srki1 actua fosforilant siné tots, alguns dels residus que fosforilen
la Chk1ila Cds1 en Cdc2s.

En el mateix estudi es va observar que la fosforilacio de la Cdc25 per la
Srki1 provoca una estabilitzacié de la fosfatasa que es reflecteix en un augment
de proteina, i que aquest acimul és depenent de la proteina Rad24. Per altra
banda s’ha observat que, un cop fosforilada per la Srki, la Cdc25 s’acumula al
citoplasma de manera que queda allunyada del seu substrat, la Cdc2, i per tant

la transicio G2/M resta aturada (figura 13; Lopez-Aviles et al., 2005).

Paper de la Srk1 en ,
el cicle cel lular

" ‘Cdc13
Srk1l \
M

G2

Citoplasma C~

Figura 13. Paper de la Srki1 en el cicle cel-lular.
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2. Paper de la Srk1 en la resposta a estres.

Paral-lelament als estudis realitzats sobre el paper de la Srki en el
control del cicle cel-lular, es va publicar un article que feia referencia als primers
descobriments de la relacié entre aquesta quinasa i la via de la Sty1. Aquest
treball correspon a la publicaci6 de Smith et al., 2002. Aquest grup va aillar el
gen de la Srk1 (Styr Regulated Kinase 1) en un estudi de microarrays amb
l'objectiu d’identificar gens amb patrons d’expressio incrementats en resposta a
estres osmotic, oxidatiu i termic de forma depenent de la MAPK Sty1. En el cas
de la Srki, es va observar que es tracta d’'un gen fortament induit en resposta a
un ampli espectre d’estressos de manera depenent de la Sty1, tal i com es mostra

en la figura 14.
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Figura 14. Perfils d’expressio génica de srkz de manera depenent de la Sty1. Imatge extreta de Smith et al., 2002.

Experiments de co-immunoprecipitacié van posar de manifest que, al
igual que ocorre amb la Rck2 i Hogi a S. cerevisiae, la Srki és capac
d’interaccionar amb la Sty1 en resposta a diferents formes d’estres ambiental
(Smith et al., 2002). De la mateixa manera, es va demostrar que la Srki és
fosforilada per la Styi, igual que ocorre amb les seves homologues a S.

cerevisiae.
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Per tal de determinar si la Srk1 actuava per sobre o per sota de la Sty1
en la cascada de senyalitzacio, es va estudiar I’efecte que tenia la sobreexpressio
o deleci6 de srki1 sobre I'activacio i localitzacié nuclear de la MAPK en resposta a
estres. El resultat indica que en cap dels casos es veu afectada la fosforilacio o
localitzacié nuclear de la Sty1. En aquest mateix estudi es demostra que la
deleci6 de srk1 rescata parcialment la letalitat induida per la sobreexpressio de
la Wis1. Aquests resultats suggereixen que la Srki es troba per sota de la Sty1 en
la via de les MAPK de resposta a estres.

Pel que fa a la localitzaci6 de la Srki1 en resposta a estres, s’ha observat
que aquesta proteina transloca al nucli i que aquest procés és depenent de la
fosforilacié per part de la Styi1 (Smith et al., 2002). En aquest treball es
proposava que els substrats de la Srk1 es trobessin dins el nucli pero no va ser
fins els descobriments duts a terme en el nostre grup (Lopez-Avilés et al. 2005)
que es va aclarir aquesta incognita.

Donat que la Srki1 interacciona amb la Sty1 i es fosforila en resposta a
estres, era possible pensar que aquesta activaci6 comportés la regulacié de la
progressio del cicle cel-lular via Cdc25 sota aquestes condicions. Aixi, estudis del
nostre grup van demostrar que la fosforilaci6 de la Srk1 per part de la Sty1 en
resposta a estres osmotic, indueix I'estabilitzacio de la Cdc25 en forma inactiva
al citoplasma degut a la seva uni6 amb la Rad24. Aquest fet demostra el paper
de la Srki com a controladora de l'activitat de la Cdc25 en resposta a estres
ambiental no genotoxic (Lopez- Aviles et al., 2005).

En darrer lloc, en el treball de Smith et al., es proposava un paper
negatiu de la Srki en el desenvolupament sexual, donat que la sobreexpressio de
la Srk1 abolia el bloqueig en fase G1 en resposta a limitacions en la disponibilitat
de nitrogen. Recolzant aquests resultats es mostrava que la deleci6 de srki
donava lloc a una hiperactivacié del programa meiotic. Aixo s’explicaria perque
en cel-lules Asrki1 la fase G2 és més curta, fet que comporta que la fase G1 sigui

més extensa de I’habitual i propiciant aixi la meiosi.
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2.6. Regulacio6 negativa de la via de MAPK

La senyalitzaci6 a través de la via de les MAP quinases comporta I’activacio
de diferents mecanismes de resposta a I'estres ambiental. Per altra banda, cal
destacar que és de vital importancia que un cop la font d’estres hagi desaparegut
o la cel-lula s’hagi adaptat a ella, aquests mecanismes han de ser inactivats

correctament (Shiozaki and Russell, 1995; Millar et al., 1995).

Com s’ha indicat anteriorment, I’activacié de la ruta implica una serie de
fosforilacions successives que han de ser revertides per tal que la cascada torni
al seu estat basal. Shan identificat diverses fosfatases implicades en aquest
procés, algunes del les quals depenen de la propia ruta de MAPKs per a la seva
expressio/activacié constituint aixi un cicle de retroalimentacié negativa de la
via (Shiozaki and Russell., 1995; Millar et al., 1995). En S. pombe existeixen
principalment dos grups de fosfatases: les fosfatases que defosforilen
exclusivament residus Tyr (v.g. Pyp1 i Pyp2) o Tyr i Thr (v.g. Cdc2s, de la qual
ja s’ha parlat anteriorment) i les fosfatases que defosforilen especificament
residus Ser i Thr (Ptc1, Ptc2 i Ptc3). A continuaci6 s’estudiaran amb més detall

els dos grups.

2.6.1. Pyp1i Pyp2

Es tracta de dues tirosina fosfatases que van ser inicialment descrites
per la seva capacitat de regular negativament I'’entrada en mitosi, reminiscent
dels mutants de sty1 i wis1 (Ottilie et al., 1992; Millar et al., 1992b). De fet,
treballs posteriors mostren com la sobreexpressié de pyp1 provoca un bloqueig
en el cicle en resposta a elevada osmolaritat. A més a més, els mutants de pypi
presenten una acceleracio en la fase de mitosi que concorda amb el fenotip
semi-wee d’aquestes cel-lules. Aquestes dades, unides al fet que la deleci6 de
pyp1 rescata 'aturada en cicle d'un mutant de cdc25 o, la sobreexpresio de

weel, van fer pensar en un paper inhibitori de la mitosi (Millar et al.,1992b).

El paper de la Pyp1 i la Pyp2 en la via de senyalitzaci6 de la resposta a
estres es va identificar per 'efecte que la deleci6 d’ambdos gens produia sobre la
Sty1. La letalitat sintetica del doble mutant podia ser suprimida mitjancant
mutacions en sty1 o en wisi. A més, la sobreexpressio de wis1 produia el mateix

fenotip letal que la sobreexpressié6 de pyp1 en un fons Apyp2 excepte si es
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combinava amb la mutaci6 styi-1. D’altra banda, el nivell de fosforilaci6 de la
Sty1 era superior en mutants Apyp1. Tot aixo semblava indicar que el fenotip
degut a la deleci6 de pyp1 i pyp2 era degut a una hiperactivacié de la MAPK
(Millar et al., 1992b).

Posteriorment, es va descriure que les dues fosfatases s’unien a la Sty1

i la defosforilaven en la Tyr173, inactivant-la (Shiozaki and Russell., 1995; Millar

et al., 1995) (figura 15).

Resposta

/

transcripcional

Figura 15. Inactivaci6 de la via de resposta a estres en S. pombe.

El gen de pypi s’expressa de forma constitutiva a la cel-lula i en
resposta a estres s’indueix més fortament de forma depenent de la Sty1. La
Pyp2, a diferencia de la Pyp1, iinicament s’activa en resposta estres i el fet que
I'expressio de pyp2 depengui de I'activacio de la Sty1 constitueix un mecanisme
de retroalimentaci6 negativa de la via (Millar et al., 1995). Actualment, se sap

que I'expressid de pyp2 es veu induida en resposta a diferents formes d’estres, i
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que ve regulada pel factor de transcripcio Atfi (Shiozaki and Russell, 1995; Chen
et al., 2003).

Per altra banda, cal remarcar que la Pyp1 juga un paper rellevant en la
regulaci6 de la resposta a estres termic, on actua com a moduladora fonamental
de l'activitat de la Sty1r (Nguyen and Shiozaki, 1999). De fet, en aquestes
condicions sembla que I'activaci6é per fosforilacié de la Wis1 no és necessaria ja
que si es muten els dos llocs de fosforilacié per les MAPKKK Il’activacié de la
Sty1 no es veu afectada, fet que suggereix que, sota aquestes condicions, hi ha un
cert grau d’activaci6 basal de la Wis1 que és independent de les MAPKKK
(Shiozaki et al., 1998). Sembla ser que l'estrés térmic actuaria induint
principalment la inactivacié de la Pyp1, que juntament amb Dl'activacié basal de
la Wis1 i 'autofosforilacié de la Sty1 proporcionarien una activaci6 transitoria
que podria ser atenuada per les Ser/Thr fosfatases Ptci i Ptc3 (Nguyen and
Shiozaki, 1999).

2.6.2.Ptc1, Ptc2 i Ptc3

Fins el moment, la defosforilaci6 de la Tyr173 per part de la Pyp1 es
considerava el major mecanisme pel qual s’inactivava la Sty1 i per tant, calia
esperar que la sobreexpressio de Pyp1 disminuis els nivells de Sty1 fosforilada.
En canvi, es va observar que no hi havia un augment de la defosforilaci6é de la
MAPK i aix0 va fer pensar en l'existéncia d’alguna altra fosfatasa que estigués
afectant a I’altre residu fosforilable del domini catalitic de la MAPK, la Thri7i.
Aixi és com es va demostrar que les fosfatases Ptct i Ptc3, de la familia de
Ser/Thr fosfatases PP2C, participen també en la modulaci6 de la resposta,

defosforilant la Thri71 per tal d’atenuar I'activacié de la Sty1 (Nguyen et al.,
1999).

Aquestes proteines pertanyen al grup de les Serina/Treonina
fosfatases, les quals en funci6 de la seva especificitat de substrat, requeriment
de cations divalents per a la seva activitat i sensibilitat a inhibidors es poden
dividir en dues classes diferents: les de tipus 1 (PP1) i les de tipus 2 (PP2A, PP2B
i PP2C) (Cohen and Cohen, 1989; Cohen et al, 1990). La principal diferéncia
entre els dos tipus de fosfatases és que les de tipus 1 defosforilen la subunitat 8

de la quinasa fosforilada i sén inhibides per concentracions nanomolars
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d’inhibidors d’aquestes fosfatases com ara I’acid ocadaic. En canvi, les fosfatases
de tipus 2 fosforilen preferentment la subunitat a de les quinases fosforilades i
no es veuen afectades per l'accié dels inhibidors. Els tres enzims de tipus 2,
PP2A, PP2B i PP2C difereixen en que mentre la PP2A no necessita cations
divalents , PP2B i C s6n depenents de Ca2+/CaM i Mgz2+, respectivament (Cohen
and Cohen, 1989; Cohen et al., 1990; Shiozaki et al., 1994). A continuacio, es
parlara de les fosfatases Ptc1, 2 1 3 de S. pombe que pertanyen a la familia de les
PP2C.

ptci, ptc2 i ptc3 son gens codificants per a elements de la classe PP2C
que és I'inica que requereix magnesi per a la seva activitat i és resistent a
inhibidors de fosfatases com l'acid ocadaic. Aquesta familia de fosfatases es
troba altament conservada amb membres que van des de mamifers (Tamura et
al., 1989; Wenk et al., 1992) a plantes com I‘Arabidopsis taliana (Leung et al.,
1994), passant pels llevats (Maeda et al., 1993; Shiozaki et al., 1994).

Les fosfatases tipus PP2C contenen caracteristiques particulars en la
seva estructura ja que es presenten com a proteines monomeriques a diferencia
de les altres tres classes que formen heteromers amb les seves subunitats
reguladores, les quals son les responsables de lespecificitat de substrat,
localitzaci6 cel-lular o regulacié de 'activitat (Cohen and Cohen, 1989). El grup
de fosfatases 2C ha estat implicat en la regulacié de rutes de senyalitzaci6 en
diferents models. En A. Taliana per expemple, ’ABI1 és necessari per a una
resposta correcta a l’acid abscisic (Leung et al., 1994) mentre que PTC1 i PTC3

de S. cerevisiae son supressors multicopia de mutacions de SLN1 (Maeda et al.,

1994; figura 4).

ptc1 va ser aillat com a supressor multicopia de la mutacid
termosensible swo1-26 (Shiozaki et al., 1994). Swo1 és una proteina de xoc
termic equivalent a la Hspg9o d’eucariotes superiors i les seves mutacions
indueixen un fenotip de lisi cel-lular a temperatura restrictiva (Shiozaki et al.,
1994). ptc1 s'indueix en resposta a estres termic i la seva delecio provoca la mort
de les cel-lules en aquest tipus d’estres (Shiozaki et al., 1994). Totes aquestes

dades suggereixen que el paper d’aquesta proteina seria especialment rellevant
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en la resposta a estres termic i que, novament, existeix un mecanisme de

retroalimentacio de la via a traves de ptc1 (figura 15).

El fet que Ptc1 contribuis només a una part de la regulaci6 de I'activitat
PP2C total a la cel-lula va portar a la cerca de nous gens candidats que
codifiquessin per a proteines d’aquesta familia (Shiozaki et al., 1994). Amb
aquesta finalitat es van aillar ptc2 i ptc3 (Shiozaki and Russell, 1995). Aixi com
les cel-lules Aptc1 sén sensibles a estres termic, el mutant AptciAptc3 i el triple
mutant AptciAptc2Aptc3 presenten problemes relacionats amb 1’estabilitat
osmotica i el control de la forma cel-lular, que es veuen exacerbats en sotmetre
les cel-lules a elevades temperatures. Tots aquests fenotips es suprimien en
preseéncia d’estabilitzadors osmotics i amb la mutacié del gen wist (Shiozaki and

Russell, 1995).
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®

Tal i com s’ha comentat durant la introduccid, en el nostre grup s’ha
caracteritzat la quinasa Srki i el seu paper en la regulaci6 de la transicio G2/M
(Lopez-Avilés et al, 2005). Tanmateix, estudis paral-lels d’arrays de DNA van
permetre descriure que el gen srki1 és fortament induit en resposta a un ampli
espectre d’estressos de manera depenent de la Sty1 i que la MAPK fosforila la

Srk1 in vitro (Smith et al., 2002).

Tot i aquestes evideéncies experimentals, resta per identificar el mecanisme
molecular de la funci6é de la Srk1 en resposta a estres. Per altra banda, resultats
obtinguts durant la realitzaci6 d’aquesta tesi, indiquen un possible paper de la

Srk1 com a regulador negatiu de la via de les MAPKSs.

Per tant, els objectius concrets d’aquesta tesi son els segiients:

(&

Estudi de la regulacio de la Srk1 per la MAPK Styz.

!

Estudi de la funci6 de la Srki1 en resposta a estres.

!

Estudi de la regulaci6 negativa de la via de les MAPK per la Srki.

Fruit d’aquest treball s’ha publicat l'article Activation of Srki by the
mitogen-activated protein kinase Styi/Spci precedes its dissociation from the
kinase and signals its degradation. Mol Biol Cell, 19, 1670-1679; que conté els

resultats de la primera part d’aquesta tesi (Annex II).
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1. TECNIQUES DE MANTPULACIO DEL DNA

1.1. Extracciéo de DNA plasmidic: mini i midiprep

L’extracci6 de DNA plasmidic a petita escala (miniprep) es va realitzar
emprant el kit NucleoSpin® Plasmid QuickPure de Macherey-Nagel seguint el
protocol indicat pel fabricant. Per tal d’aillar DNA a mitjana escala (midiprep)
es va emprar el Nucleobond® Xtra Midi Plus de Macherey-Nagel seguint les

indicacions del fabricant.

1.2. PCR (Polymerase Chain Reaction)

La reaccio6 en cadena de la polimerasa permet I’amplificacié de seqiiéncies
de DNA especifiques mitjancant 1'as d’oligonucleotids homolegs a les regions
flanquejants de la seqiiencia d’interes. La reaccié estandard de PCR consta dels

segiients components:

PCR CONTROL
DNA motlle 0,1 pg/ul 1 ul -
Oligonucleotid 5° 100 ytM 0,5 ul 0,5 ul
Oligonucleotid 3’ 100 uM 0,5 pl 0,5 ul
dNTPs 25 mM 0,4 ul 0,4 ul
MgCl. 50 mM 1,5 ul 1,5 ul
Tampo6 10x 5ul 5ul
Polimerasa* 0,5 ul 0,5 ul
Aigua esteril 40,6 ul 41,6 ul

Taula 1. Components de la reacci6é de PCR.

*Polimerasa: depenent de les condicions s’han utilitzat 2 enzims diferents
- EcoTaq DNA polymerase ’ECOGEN (5U/ul)

- High Fidelity de ROCHE

Un cop preparada la reacci6, aquesta se sotmet als segilients cicles de

temperatura en un termociclador:
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1.- 3 min a 94°C
2.- 1min a 94°C
3.- 1min a 55°C
4.- 3 min a 72°C
5.- Repetir 30 vegades des del pas n° 2

6.- 10 min a 72°C i mantenir a 15°C

Aquestes concentracions dels diferents components, aixi com els cicles
emprats son orientatius, podent ser modificats en funcié del producte de PCR
que es vol obtenir. A continuacié s’indiquen algunes consideracions que cal

contemplar abans de dissenyar la reaccié de PCR:

= Oligonucleotids: generalment han de tenir una mida d’entre 18 i 24 nt,

amb un percentatge de GCs del 40-60%. Es important que no tinguin una
estructura secundaria molt forta i que no formin dimers entre ells.

»Temperatura de melting (Tw): és la temperatura a la que els

oligonucleotids se separaren de la regi6 complementaria. Aquesta es calcula en

base a la segiient formula:

Tm= [2x(nombre d’As i Ts)] + [4x(nombre de Cs i Gs)]

Es important que els dos oligonucledtids tinguin una Tw semblant, perqué

aquest parametre és necessari per tal de dissenyar els cicles de la reaccié.

»MgCl,: els ions Mg2+* formen un complex amb els dNTPs que és el
substrat que reconeix la polimerasa. Un excés de Mg2+ en la reacci6 pot conduir
a un augment en la sintesi de productes inespecifics i, per contra, un deficit
d’aquest 16 pot provocar que l'eficiencia de la reacci6 sigui molt baixa.

= Cicles d’amplificaci6: el primer pas en la reaccioé (3 min a 94°C) permet

que la polimerasa s’activi, donat que a temperatura ambient la seva activitat és
molt baixa. Un cop s’ha dut a terme aquest primer pas, S’inicien els cicles

d’amplificaci6:
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1.- Desnaturalitzacié del DNA motlle: aquest pas permet que les dues
cadenes de DNA se separin per tal que siguin accessibles als

oligonucleotids i a la polimerasa.

2.- Unio dels oligonucleotids (annealing): per tal que es doni la unio6 dels
oligonucleotids a la regi6 complementaria del motlle cal que la
temperatura disminueixi. Aquesta es calcula en base a la Twm dels
oligonucleotids, essent aproximadament entre 5 i 10°C inferior a aquesta.

Generalment, pero, aquesta temperatura es calcula de forma empirica.

3.- Extensio: En aquest pas augmenta la temperatura fins a 72°C per tal

que la polimerasa assoleixi la seva activitat maxima.

Un cop aquest cicle s’ha repetit entre 25 i 35 vegades, es deixa que la

polimerasa faci una darrera extensi6 de la cadena durant 10 min.

1.3. Mutacié puntual o PCR mutageénica

Aquesta técnica permet la introduccié de mutacions puntuals en un gen

que es trobi clonat dins un vector. Amb aquesta finalitat es va emprar el kit

QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit de la casa Stratagene.

Aquest metode es basa en 'amplificacié d'un plasmid que contingui el gen

que es vol mutar mitjancant uns oligonucleotids que continguin la mutacié que
es vol introduir. Aquests oligonucleotids han de ser complementaris a la
mateixa regioé del gen i en el seu disseny s’han de tenir en compte diverses

consideracions:

» Han de tenir una mida entre 25 i 45 nt amb una Ty, superior o igual a

78°C. La Tm en aquest cas es calcula amb la segiient féormula:

Tm= 81,5 + 0,41x(%GC) — 675/nt totals - % de desaparellaments
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» De forma optima els oligonucleotids han de tenir un contingut de GCs del

40% i preferentment acabar amb aquests nucleotids.

La reaccio es prepara de la seglient manera:

PCR CONTROL
DNA motlle x ul (5—50ng) xpul(5—50ng)
Oligonucleotid 5’ x ul (125 ng) -
Oligonucleotid 3’ x ul (125 ng) -
dNTPs 1l 1l
Tampo 10x 5 ul 5 ul
Polimerasa Pfu Turbo (2,5 U/ nl) 2 ul 2 ul
Aigua esteril qsp 50 pl qsp 50 pl

Taula 2. Components de la reaccié de PCR mutagenica.

Els cicles d’amplificaci6 emprats difereixen lleugerament dels recomanats

per la casa comercial:

1.- 30 segons a 95°C.
2.- 30 segons a 95°C.
3.- 30 segons a 55°C.

4.~ 4 min per Kb del plasmid a 68°C.

5.- Repetir des del pas 2 de 12 a 18 vegades (12 per mutacions puntualsi 18

per delecions o insercions d’aminoacids).

62



Materials i Meétodes

Un cop realitzada la PCR el producte es digereix amb I’enzim Dpnl. Aquest
enzim digereix especificament el DNA metilat, de manera que elimina de la
reaccio el DNA emprat com a motlle. La reaccio es llavors transformada en

cel-lules DH5a competents (apartat 4.2 Transformacio en E. coli).

p 6 del plasmid

Clonatge del gen a mutar en un plasmid

2. PCR mutagénica

Anellament: els oligos hibriden amb la
seqiiencia homologa del gen diana.

)
s

FExtensio: la polimerasa copia TADN
plasmidic utilitzant com a encebadors els
oligos que contenen la mutacid

La digestié amb Dpnl (amb diana
freqiient) reconeix seqiiéncies especifiques
metiladesiles digereix eliminant ’ADN
parental (no mutat).

T : 6 del plasmid

El DNA circular resultant de la PCR
mutageénica és transformat en FE.coli.

Figura 1. Diagrama esquematic de la PCR mutagenica.

Cal tenir en compte que el producte de PCR, tot i tenir estructura de
plasmid presenta un tall en cadascuna de les cadenes, corresponent al punt on
comencava cadascun dels oligonucleotids. Per tant, el bacteri haura de reparar
aquests talls i en conseqiiencia 'eficiencia del procés no és tan elevada com en
una transformacié normal. Tanmateix és molt convenient posar un control de la

reacci6 de PCR (Taula 2). Normalment, s’acostuma a afegir una reaccié6 amb
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DNA motlle i sense oligos de manera que podrem comprovar que I'enzim Dpnl

hagi funcionat correctament ja que no creixeran colonies en la placa control.

Un cop obtingudes les colonies es du a terme I'extraccié del DNA plasmidic
(apartat 1.1 Extraccio de DNA plasmidic) i la seqiienciacio6 per tal de comprovar

que s’ha aconseguit mutar el gen.

1.4. Colony PCR

Aquesta técnica permet I'amplificacié del DNA genomic del llevat. Es molt
atil per tal d’amplificar un gen d’interes i clonar-lo en un vector, o per
identificar les colonies on el gen d’interes ha estat substituit per un marcador
mitjancant recombinacié6 homologa. Per altra banda, la Colony PCR es pot
utilitzar per identificar colonies d'una tetrada que porten un reemplacament
genic concret.

El protocol a seguir és el segiient:

» Picar una colonia de placa o un pellet provinent d'un cultiu liquid amb
una punta de pipeta esteril (evitar I'is d’escuradents de fusta ja que poden
interferir amb l’alliberament del DNA de les cel-lules de llevat o amb la

mateixa reacci6 de PCR).

» Ressuspendre les cel-lules de la punta esteril en 10 ul de solucio de

zimoliasa(™ per aconseguir esferoplasts.
» Incubar 15 minuts a 37°C.

» Utilitzar 2 pl dels esferoplasts per una reaccié de PCR de 50 pl.
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PCR

DNA motlle 2 ul
Oligonucleotid 5’ 100 uM 0,5 ul

Oligonucleotid 3’ 100 pM 0,5 ul

dNTPs 25 mM 0,4 1l
MgCl. 50 mM 1,5 ul
Tampo 10x 5ul
EcoTaq polymerase 0,5 ul
Aigua esteril 39,6 ul

Taula 3. Components de la reacci6é de Colony PCR.

*Soluci6 de Zimoliasa:

2,5 mg/ml de Zymolyase 20T
1.2 M Sorbitol
0,1 M fosfat de sodi, pH 7,4

Les aliquotes de soluci6 de zimoliasa poden emmagatzemar-se a -20°C

durant 6 mesos.

1.5. Digestio del DNA mitjancant enzims de restriccio

La digesti6 del DNA mitjancant enzims de restricci6 permet obtenir
fragments que podran ser posteriorment emprats en reaccions de lligacio per tal
de clonar un gen en un plasmid. D’altra banda, les reaccions de digesti6 també
s’utilitzen per tal de comprovar construccions, donat que en funci6 de si un
plasmid conté un insert o no, el patr6 de restriccié que s’obtindra sera diferent.

En la realitzacié d’aquesta tesi s’han utilitzat principalment enzims de la

casa comercial Invitrogen.

En termes generals, les reaccions s’han dut a terme seguint les segiients

proporcions:
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DNA (0,1 UE/HL) ervreeeeeiieeeeeeeee e 5ul
TAMPO 10X ceeieeririeeeeciiireeeeeiireeeeeerreeeereeeeenans 2 ul
ENZIM ot 1ul
Aigua esteril ......ccoveeiieiiiiiiiieeeeeee, 12 ul

La reacci6 s’incuba a la temperatura que indica la casa comercial
(generalment a 37°C) durant un temps aproximat de 2-3 h. Alguns enzims tenen

activitat durant periodes més llargs de temps i es poden incubar tota la nit.

Quan s’han de realitzar digestions amb més d’'un enzim, es poden utilitzar
conjuntament, sempre i quan els dos enzims requereixin el mateix tampo o els
dos tampons siguin compatibles. En aquest cas les proporcions utilitzades son

les segiients:

DNA (0,1 U/ L) weverieeiieeeeeeecee et 5ul
TAMPO 10X cenvieeeiieiieeiieeieeeeeeie e 2 ul
| D33V4000 10 0 K0 S 0,8 ul
ENzim n® 2 ....oooviiiiiiieeeieceeeecee e 0,8 ul
Aigua esteril .......coeevieeiiiieiiieieeeeee, 11,4 ul

Si pel contrari, els tampons d’ambdo6s enzims no fossin compatibles
caldria purificar el producte de la primera digesti6 abans de realitzar la segona

(apartat 1.7 Purificacié de fragments de DNA).

1.6. Lligacio de fragments de DNA

Aquesta teécnica permet unir fragments de DNA sempre que els extrems
siguin compatibles, bé perque han estat digerits amb el mateix enzim de
restriccid o bé perque presentin extrems roms. D’aquesta manera es poden

clonar gens o fragments de gens en diferents plasmids.
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Per tal de facilitar la reacci6 és important que la quantitat de molecules
d’insert present sigui tres vegades superior a la quantitat de molecules de
plasmid. Aquesta proporcio es calcula tenint en compte la concentracié de cada

mostra pero també considerant la mida del fragment respecte el plasmid.

La reaccio es realitza de la segiient manera:

LLIGACIO CONTROL

Plasmid x ul x ul
Insert y ul -
Tampoé 5x 3ul 3ul
Lligasa* 1ul 1l
Aigua esteril  11-x-y ul 11-x ul

Taula 4. Components de la reacci6 de lligaci6.

* T4 DNA ligase d’Invitrogen

Les reaccions s’incuben durant un minim de 6h a 16°C, i els productes es
transformen en cel-lules DH5a competents (apartat 4.2 Transformacié en E.

coli).

1.7. Purificacid de fragments de DNA
Per tal de purificar productes de PCR o bandes de DNA a partir de gels
d’agarosa s’ha fet servir el kit NucleoSpin®Extract de la casa Macherey-Nagel

seguint les indicacions del fabricant.

1.8. Electroforesi de DNA en gel d’agarosa
Aquesta tecnica permet la separacié de molecules de DNA en funcié del
seu pes molecular. En aquesta tesi s’ha emprat I'electroforesi de DNA en gel

d’agarosa a I'1% per tal de visualitzar els productes de PCR, analitzar patrons de
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restriccio o comprovar el rendiment d’'un procés d’extracci6 de DNA plasmidic.
Aquests gels es preparen en tampo TAE (Tris-Acetat 40 mM, EDTA 1 mM) on es
dissol 'agarosa solida (1 g per 100 ml). La barreja s’ha d’escalfar per tal que
l’agarosa es dissolgui completament. Un cop s’ha refredat, s’afegeix bromur
d’etidi a una concentraci6 final de 0,5 ug/ml i s’aboca en una cubeta fins que

s’ha solidificat.

Les mostres preparades amb tampoé de mostra 6x (GeneRuler™) es
carreguen en el gel (submergit en TAE) i es sotmeten a un voltatge de 50-100 V.
El DNA té carrega negativa de manera que en aplicar el camp electric es
desplacara cap a I’anode (pol positiu). Donat que I’agarosa forma un entramat
que dificulta el pas de les molécules a través del gel, les mostres avancen més
facilment com més petites son. D’aquesta manera, aquest gel permet separar els

diferents fragments de DNA en funcio6 de la seva mida.

El bromur d’etidi s’intercala en 'ADN i permet visualitzar els diferents
fragments en irradiar el gel amb llum UV. Com a referencia s’ha utilitzat el

marcador de pes molecular 1Kb DNA ladder, de GeneRuler™.

1.9. Plasmids emprats
En la segiient taula es recullen els plasmids utilitzats durant la realitzacio

d’aquesta tesi doctoral.

Plasmid Dianes d’insercié Procedéncia
PGEX-KG-srki1 NdeI-NotI Estoc laboratori
PGEX-KG-srkiKi53A Ndel-Notl Estoc laboratori
PGEX-KG-sty1 NdelI-NotI Dra. E. Hidalgo
PGEX-KG-sty1KA Ndel-NotI Dra. E. Hidalgo
PGEX-KG-atf1 NdelI-NotI Dr. J. Millar
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PGEX-KG-cdc251156-145 Ndel-Notl Estoc laboratori
PGEX-KG-srki1430-420 NdeI-NotI Estoc laboratori
PGEX-KG-srki1t403-KA NdelI-Notl Estoc laboratori
PGEX-KG-srkiKA-T463A NdelI-Notl El present treball
PGEX-KG-srki1KA-T463D Ndel-NotI El present treball
pINVi-sty1.HA NdeI-NotI Estoc laboratori
pINV1-sty1.HA-DEGRON NdelI-Notl Estoc laboratori
PREP41-srki-HA NdelI-NotI El present treball
PREP41-srki1-T463A-HA Ndel-Notl El present treball
PREP41-srki1-T463D-HA NdelI-NotI El present treball
PREP1-srki-HA NdelI-Notl Estoc laboratori
PREP1-srki1-Ki153A-HA NdelI-Notl Estoc laboratori
PGEX-KG-wis1 Ndel-NotI El present treball
PGEX-KG-wis1-5A Ndel-Notl El present treball
PGEX-KG-wis1-T225E/S226D Ndel-NotI El present treball
PGEX-KG-wis1-K349R Ndel-Notl El present treball
PGEX-KG-wis1-4A-K349R Ndel-Notl El present treball
PGEX-KG-wis1-5A-K349R Ndel-Notl El present treball

Taula 5. Plasmids emprats en aquest treball.

69



Materials i Meétodes

1.10.0ligonucleotids emprats

En la segiient taula es recullen els oligonucleotids utilitzats durant la

realitzacio d’aquesta tesi doctoral.

Oligonucleotid Seqiiéncia Objectiu
Srk1 fwd 5CACACA CGTTTTAAAAGTATTC | Oligos per clonar els gens
AGCAAAATATCGAGGA?® srki1, stk1T463A i stk1T463D
en els plasmids pGEX i
Srki rev 5CACACA ACTTTTTGTCGA pREP41 amb les dianes
TGTCGACGATTATACS :

1

Srki-T463A 5’

5GTTCAGCCGCTCGTGCTCCTGGTGTTAA
Cs

Srki-T463A 3’

5GTTAACACCAGGAGCACGAGCGGCTGA
AC3

Oligos per mutar la Thr463
del gen srk1 a Ala. En

vermell la mutaci6 puntual.

Srk1-T463D 5’

5CGGTTCAGCCGCTCGTGATCCTGGTGTT
AACTCG?

Srki1-T463D 3’

5CGAGTTAACACCAGGATCACGAGCGGC
TGAACCG?

Oligos per mutar la Thr463
del gen srk1 a Asp. En

vermell la mutacié puntual.

Wis1-K349R 5’

5GGTGTCACTATGGCCTTGCGCGAAATTA
GGTTGTCC?

Wis1-K349R 3’

5GGACAACCTAATTTCGCGCAAGGCCATA
GTGACACCH

Oligos per mutar la K349
del gen wisz a Arg. En

vermell la mutaci6 puntual.

Wis1-S17A fwd

5CGCGCG TCTTCTCCAAATAATC
AACCCTTGTCTTGCTCATTGAGACAGCTG
GCTATTTCTCCTACCGCACCTCCCGG3

Wis1rev

5GGCGCTCTTAAAGAGAAAGGTGAAAAAA
GAAGCT CGCGCG?

Oligos per mutar la S17 del
gen wis1 a Ala amb les
dianes i En

vermell la mutaci6 puntual.

Wis1-S96A fwd

5GCCTACGGTCAGACTTGGCAGATCTACG
GCCAGTCGGAGTCGTAACTCTCTTAACCT
TGAC3

Oligos per mutar la S96 del
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Wis1-S96A rev

5GTCAAGGTTAAGAGAGTTACGACTCCGA
CTGGCCGTAGATCTGCCAAGTCTGACCG
TAGGC?’

gen wis1 a Ala. En vermell

la mutaci6 puntual.

Wis1-S159A
fwd

5GGCCTTCCATGCATCTAGATCAAAAGCA
ATGCCGGAAGTAGTCAACAAGATCAG?

Wis1-S159A rev

5CTGATCTTGTTGACTACTTCCGGCATTC
GTTTTGATCTAGATGCATGGAAGGCC?

Oligos per mutar la S159 del
gen wis1 a Ala. En vermell

la mutaci6 puntual.

Wis1-T225A 5GGAATCCTTTACTCAACCGTCCAGCGTC
fwd CTTCAATCGACAAACGAGAATCCGTCG? | Oligos per mutar la T225 del
gen wis1 a Ala. En vermell
Wis1-T225A 5CGACGGATTCTCGTTTGTCGATTGAAGG .,
la mutaci6 puntual.
rev ACGCTGGACGGTTGAGTAAAGGATTCC?
Wis1-S226A 5GGAATCCTTTACTCAACCGTCCAACGGC
fwd CTTCAATCGACAAACGAGAATCCGTCG? Oligos per mutar la S226 del
gen wis1 a Ala. En vermell
Wis1-S226A 5CGACGGATTCTCGTTTGTCGATTGAAGG la mutaci6 puntual.
rev CCGTTGGACGGTTGAGTAAAGGATTCC?
Wis1-T225E 5GGAATCCTTTACTCAACCGTCCAGAGTC | Oligos per mutar la T225 del
fwd CTTCAATCGACAAACGAGAATCCGTCG? gen wis1 a Glu
Wis1-T225E 5CGACGGATTCTCGTTTGTCGATTGAAGG
rev ACTCTGGACGGTTGAGTAAAGGATTCC?
Wis1-S226D 5GGAATCCTTTACTCAACCGTCCAACGGA
fwd TTTCAATCGACAAACGAGAATCCGTCG?
Oligos per mutar la S226 del
Wis1-S226D 5CGACGGATTCTCGTTTGTCGATTGAAAT | gen wis1 a Asp

rev

CCGTTGGACGGTTGAGTAAAGGATTCCS’

Taula 6. Oligonucleotids emprats en aquest treball.
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2. OBTENCIO DE LES SOQUES EMPRADES

Les soques emprades en la realitzaci6 d’aquesta tesi i els seus genotips es
recullen en la taula 7 a continuacié. Les soques que utilitzem al laboratori
contenen mutacions en els gens uraq4 i leu2 de manera que es poden
transformar amb plasmids que continguin aquests marcadors i seleccionar-les
segons la seva auxotrofia. Aquesta caracteristica permet que es puguin dur a
terme manipulacions genetiques com les integracions i les delecions que

s’exposaran a continuacio.

Soca Genotip Procedeéncia
Wt (RA0104) h- leui-32 ura4-D18 Estoc laboratori
Asty1 (JM1160) h- sty1::ura4+ leui-32 ura4-D18 J. Millar
Awis1 (RA0770) h- wis1::uraq+ leui-32 ura4-Di18 Estoc laboratori
Asrki (RA1102) h- srki::kanMX6 leu1-32 ura4-Di18 Estoc laboratori
Aatfi (RA0772) h- atfi::ura4+ leur-32 ura4-D18 Estoc laboratori
Asrki1 Aatfi (RA1449) h- srki::kanMX6 atfi::uraq+ leui-32 Estoc laboratori
ura4-Di18
srki-HA (RA1380) h- srk1-HA: :kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Estoc laboratori

srki1-HA Asty1 (RA1648)  h- srki-HA::kanMX6 sty1::ura4+ leui-32  El present treball

ura4-Di18

srki1-T463A-HA (RA1737) h- srki-T463A-HA: :kanMX®6 leu1-32 El present treball
ura4-D18

srki1-T463D-HA (RA1715) h- srki-T463D-HA: :kanMX6 leui-32 El present treball
ura4-Di18

cdc25-GFP (KGY4337) h- cdc25-GFP:Kan® ura4-D18 ade6-M210 Dra. K. Gould

leu1-32
cdcz25-GFP Asrki h- cdc25-GFP:KanR srki::uraq4+ ura4- El present treball
(RA1726) D18 ade6-M210 leu1-32
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cdc25-9A (S1299)

nmt82::srki1-Ki53A-HA
(RA1928)

pypi-12myc (RA1843)

pyp1i-12myc Asrki
(RA1920)

pyp2-12myc (RA1844)

pyp2-12myc Asrki1
(RA1922)

pYyp1-12myc Awist
(RA2003)

pyp2-12myc Awisi
(RA2004)

Apyp1 (RA1423)

Apyp2 (RA1424)

Apyp1 Asrki (RA1866)

Apyp2 Asrk1 (RA1919)

Awisi kan (RA1973)
wisi-12myc (RA1425)

wisi-12myc Asrki
(RA1563)

h+ cdc25-9A leu1-32

h- nmt82::srkiKA-HA: :uraq4+
srki::kanMX6 leui-32 ura4-Di18

h- pyp1-12myc: :ura4+ leui-32 ura4-D18

h- pyp1-12myc: :ura4+ srki::kanMX6

leu1-32 ura4-Di18
h- pyp2-12myc: :ura4+ leui-32 ura4-D18

h- pyp2-12myc: :uraq+ srki::kanMX6

leui-32 ura4-Di18

h- pyp1-12myc: :ura4+ wisi: :kanMX6
leu1-32 ura4-D18

h- pyp2-12myc: :uraq4+ wisi: :kanMX6

leui-32 ura4-Di18

h+ pyp1::leuz leui-32 ura4-D18

h+ pyp2::leuz leui-32 ura4-D18 ade6-
704

h- pyp1::uraq+ srki::kanMX6 leui-32
ura4-D18

h- pyp2::uraq+ srki::kanMX6 leui-32
ura4-Di18

h+ wisi1::kanMX6 leu1-32 ura4-Di18
h- wis1-12myc: :ura4+ leui-32 ura4-D18

h- wis1-12myc: :ura4+ srki: :kanMX6
leui-32 ura4-Di18

Dr. San-Segundo i
Dra. Piwnica-
Worms

El present treball

Dr. P. Russell

El present treball

Dr. P. Russell

El present treball

El present treball

El present treball

Dr. J. Millar

Dr. J. Millar

El present treball

El present treball

Estoc laboratori
Dr. P. Russell

El present treball
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sty1-HA (RA0705) h- sty1-HA: :uraq+leui-32 ura4-D18 Dr. J. Millar
sty1-HA Asrki (RA1362) h- sty1-6His-HA: :ura srki: :kanMX6 Estoc laboratori

leu1-32 ura4-D18

Taula 7. Soques emprades en aquest treball.

2.1. Integracio d’epitops:
Aquesta tecnica permet detectar la proteina endogena sense haver

d’utilitzar un anticos especific dirigit contra la proteina.

La integracié d’epitops a continuacié del gen endogen es pot aconseguir
mitjancant un procés de recombinaci6 homologa. En les cel-lules de S. pombe
aquest tipus de recombinaci6 es dona amb una freqiiéncia forca elevada. Aixi, en
transformar un plasmid que contingui una seqiiéncia de replicacié autonoma, el
0,1% de les colonies obtingudes hauran integrat el plasmid en la zona homologa
del genoma. Aquesta freqiiencia de recombinacio6 es pot augmentar si es realitza

un tall amb un enzim de restricci6 en la zona d’interes del plasmid.

Aixi, la integraci6 d’epitops es pot dur a terme mitjancant dos métodes que

s’explicaran a continuaci6:

2.1.1. Integraci6 d’epitops mitjancant el plasmid pRIP2:

En primer lloc cal clonar el gen d’interes en el plasmid pRIP2 (que no
conté seqiiencia de replicaci6 autonoma, ARS). A continuacio, es digereix amb
I'enzim Pstl i un enzim que talli la seqiiencia del gen. D’aquesta manera
s’elimina el promotor nmt del plasmid i part de la seqliencia amino-terminal del
gen. Aquest fragment lineal restant es purifica i es transforma en la soca
desitjada, seguint el protocol de transformacié amb acetat de liti que s’exposara
més endavant (apartat 4.1 Transformacié en S. pombe). Per ultim, se sembren
les cel-lules en plaques de medi selectiu, considerant que el plasmid pRIP2

conté una copia del gen uraq+.

Per tal de descartar que la integraci6 del plasmid no sigui estable, les

colonies obtingudes es repliquen en medi ric (no selectiu) tres vegades. Si el
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plasmid no s’ha integrat en el genoma, es perdra en absencia de seleccid.
Finalment, les colonies es tornen a fer créixer en medi selectiu per detectar les

colonies que han integrat el plasmid de forma estable.

2.1.2. Integracio6 d’epitops mitjancant productes de PCR:
Alternativament, la integraci6 d’epitops també es pot dur a terme
mitjancant la transformacié d’'un fragment de PCR que contingui un marcador

de seleccio com ara el gen ura4+ o el gen de resisténcia a la kanamicina (kan).

El fragment de PCR s’obté emprant com a motlle els plasmids pFA6a-
kanMX6 descrits per Bahler et al. (Bahler et al., 1998a). Els oligonucleotids que
s’utilitzen han de tenir una mida d’aproximadament 100nt, i es dissenyen de la

seguient manera:

= QOligonucleotid 5’: ~80 nt corresponents a la seqiiencia final del gen
sense el cod6 de parada, seguits de ~20 nt corresponents al plasmid de
la kanamicina.

» QOligonucleotid 3’: ~80 nt corresponents a una regioé del terminador

del gen allunyada aproximadament 80-200 nt del cod6 de parada,
seguits de ~20 nt corresponents al plasmid de la kanamicina.

Aquests oligonucleotids han d’haver estat purificats per HPLC.

La reacci6 de PCR es du a terme com s’indica a continuacio:

Oligonucleotid 5’ 100 uM............... 0,5 ul
Oligonucleotid 3’ 100 uM............... 0,5 ul
DNA motlle 0,1 pg/pl......cccuuuu..eee. 1ul
TampPo 10X....cceeeeevureeeeeeereeeeeeivneennn 5ul
MgCl. 50 mMM.......ooeeieeeiireeeeireenn. 1,5 ul
dANTPs 25 mM........ceevvvveviieiennnnnnnn. 0,4ul
Polimerasa.......cccovveeeeecnveeeeeccnneennn. 1ul
Aigua esteril.......ccccovvvveeeieiineeieennne. 41,1ul
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1.- 3 min a 94°C

2.- 1 min a 94°C

3.- 1min a 55°C

4.- 2 min a 72°C

5.- Repetir 35 vegades des del pas 2
6.- 10 min a 72°C

~7.- Mantenir a 15°C

El producte de PCR es purifica i es transforma en la soca triada segons

el protocol de transformacié amb acetat de liti.

A diferéncia del metode anterior, en aquest cas les cel-lules es plaquegen
en medi ric (YES) i és a '’endema, un cop han crescut, que es fa una replica en
medi selectiu (YES suplementat amb geneticina 100 ug/ml per la resisténcia a
kanamicina o EMM-LHA per gens amb ura4+). De nou, per tal de seleccionar
només aquells transformants estables, les colonies es repliquen durant tres dies

en medi YES i a continuacio es fa una replica en medi selectiu.

2.2. Deleci6 de gens:

De la mateixa manera que es poden integrar epitops, la recombinacio
homologa també permet delecionar gens. La deleci6 de gens és ttil perque
permet analitzar la funcié d’'una proteina en observar l'efecte que produeix la
seva perdua. Aquesta es pot dur a terme mitjancant 1'as de fragments de PCR

com en el cas anterior, utilitzant com a motlle els plasmids pFA6a-kanMX6.

En aquest cas, els oligonucleotids emprats hauran de dissenyar-se atenent

a les segiients consideracions:

»Oligonucleotid 5’: ~80 nt corresponents a una regié situada

immediatament abans de l'origen de transcripcié seguits de 20 nt

corresponents al plasmid.
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»QOligonucleotid 3’: ~80 nt corresponents a una regié situada

immediatament després del cod6 de parada seguits de 20 nt corresponents

al plasmid.

La reacci6 es du a terme com en el cas de les integracions. Un cop obtingut
el fragment de PCR el procediment que es segueix és el mateix que en el cas de
la integracio d’epitops mitjancant fragments de PCR. Aquest métode és el més
emprat en Dactualitat, pero alternativament els gens es poden disruptar
mitjancant la introducci6 del gen ura4* en el marc de lectura del gen i la

transformaci6 d’aquest fragment en la soca.

2.3. Creuaments genetics:

Aquesta teécnica permet obtenir dobles mutants a partir dels mutants
senzills, mitjancant un procés de conjugacié. Es necessari per tant que les dues
soques tinguin un tipus d’aparellament diferent (h* o h-) i que cadascuna de les

mutacions porti un marcador diferent (v.g. ura4+, resisténcia a kanamicina, ...).

Durant la conjugacio6 de les dues soques, bé per un procés de recombinacio
homologa o bé per l'orientacio6 aleatoria dels cromosomes en la placa metafasica
s’obtenen espores que poden contenir les dues mutacions. El procediment que

s’utilitza és el segiient:

» Barrejar 20 pl dels cultius exponencials de cadascuna de les soques,
formant una gota en una placa de ME.

» Incubar a 25°C durant 3 dies i observar la presencia d’ascs zigotics a la
placa (figura 2). Aquests es distingeixen dels ascs azigotics perque
presenten una aparenca corbada, en contraposicio als azigotics, que son

rectes.

{OICI0[0) QUI0D

Asc azigotic Asc zigotic

Figura 2. Dibuix esquematic dels ascs zigotics i azigotics de S. pombe.
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» Digerir els ascs per alliberar les espores mitjangant I’addici6 de 5 ul de

Glusulasa (barreja de glucuronidasa i sulfatasa provinent del cargol

Helix pomatia, de Perkin-Elmer) a 1 ml d’aigua esteril on previament

s’han resuspes les cel-lules. Incubar un minim de 12 h a temperatura

ambient (o/n a 25°C en agitacio).

» Sembrar les espores en plaques de YES per facilitar el seu creixement i

posteriorment fer repliques de les colonies obtingudes en plaques de

medi selectiu.

3. MEDIS I CONDICIONS DE CULTIU

3.1. Medis i condicions de cultiu de Schizosaccharomyces pombe

Les soques de S. pombe es van fer créixer a 30°C excepte en el cas de les

soques termosensibles que es van cultivar a 25°C.

Els medis que es van emprar (elaborats segons Moreno et al., 1991) es

recullen en la segiient taula:

MEDI

COMPOSICIO

YES (medi ric utilitzat pel creixement

vegetatiu)

- 0,5%(w/v) extracte de llevat.

- 3,0%(w/v) glucosa.

- 225 mg/l dels aminoacids L-adenina, L-
histidina, L-leucina, L-lisina i uracil en

forma d’hidroclorur.

EMM (medi minim emprat per
seleccionar les soques segons la seva

auxotrofia)

- 3 g/l hidrogen-ftalat de potassi.
- 2,2 g/1 Na,HPO,,

- 5g/INH,CL

- 2% glucosa.

- 20 ml/1 sals*.

- 1 ml/l vitamines**.

. 0,1 ml/] minerals***.
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- 3% extracte bacto-malt.

4 . a - 225 mg/l dels aminoacids L-adenina, L-
ME . t q »

LG NG TR S R TaG & histidina, L-leucina i uracil en forma
soques de diferent tipus sexual) .
d’hidroclorur.

- pH 5,5 (ajustat amb NaOH).

NOTA: L’EMM es va suplementar amb 225 mg/1 dels aminoacids essencials L-adenina, L-

histidina, L-leucina o uracil segons 'auxotrofia de la soca que es volia seleccionar.

*HEstoc 50x: **Estoc 1000x: ***HEstoc 10000x:
52,5 g/1 MgCl,-6H.0 1 g/l acid pantotenic 5 g/1 acid boric
0,735 g/1 CaCl,-2H.O 10 g/1 acid nicotinic 4 g/1MnSO,

50 g/1 KCI 10 g/1 inositol 4 g/1ZnS0O,-7H.0

2 g/1 Na,SO, 10 mg/1 biotina 2 g/1 FeCl,-6H,0
0,4 g/1 acid molibdic
1g/1KI

0,4 g/l CuSO4'5H20
10 g/l acid citric
En tots els casos, el medi solid es va obtenir per addici6 de 20 g/1 d’agar.

Per les plaques d’estrés osmotic s’han emprat les segiients concentracions 0,6 i 0,8 M KCI.

Taula 8. Medis de cultiu de S. pombe emprats en aquest treball.

3.1.1. Induccio6 de promotors nmti

Els experiments de sobreexpressio van ser duts a terme mitjancant 1'as de
plasmids de tipus pREP. Aquests deriven del plasmid pUC i contenen promotors
de tipus nmt (no message thiamine). Aquests promotors son reprimits per la
presencia de tiamina (Vit B1) en el medi de cultiu (smM). Per contra, en abséncia

d’aquesta s’indueix I'expressio dels gens sota el control del promotor (Maundrell,
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1990; Maundrell, 1993). Existeixen diferents versions del promotor nmt (nmti,
nmt41 i nmt81) que difereixen en la seva poteéncia d’inducci6, essent el més fort el

nmti, seguit del nmt41 i el nmt81 (Basi et al., 1993).
En termes generals, el procediment seguit va ser el segiient:

* Inocular la soca en medi minim suplementat amb els aminoacids
necessaris i tiamina (5 mM) per tal de mantenir el promotor reprimit.

» Fer créixer les cel-lules fins a assolir una densitat optica a 600 nm de
0,5-1, indicativa de que les cel-lules es troben en fase exponencial del
creixement.

= Diluir el cultiu en medi amb tiamina (cultiu control) i sense tiamina
considerant que ha d’estar en fase exponencial un cop transcorregudes les
hores de sobreexpressio desitjades. Cal tenir en compte que petites restes
de tiamina procedents del cultiu inicial poden afectar ’expressi6 del gen.
Es recomana, per tant, rentar les cel-lules amb aigua esteril abans de dur a

terme la induccid.

3.1.2. Metodes de sincronitzacio

La major part de cel-lules d'un cultiu asincronic de S. pombe es troben en
fase G2, ja que aquesta és la més llarga del cicle cel-lular. Per tal de sincronitzar
cultius en una mateixa fase del cicle existeixen diferents metodes que s’exposen a

continuacio:

3.1.2.1. Elutriacio

Aquest métode és considerat el d’eleccio per a la sincronitzacio6 de cultius
donat que no implica ’addici6 de drogues ni I'as de mutants termosensibles que
podrien alterar el resultat de ’experiment. L’elutriaci6 es basa en el principi que
les cel-lules de cada fase concreta del cicle presenten una mida diferent, essent les
més petites aquelles que es troben a I'inici de la fase G2. Considerant aixo, el
metode consisteix en la separacio diferencial de cel-lules en funci6 de la seva mida
mitjancant I’aplicaci6 de dues forces de signe contrari. Breument, un cultiu
exponencial de S. pombe és introduit dins el rotor JE-5.0 d'una centrifuga
Beckman J6 mitjancant una bomba de flux la forca del qual podem controlar.

Degut a la forga centrifuga, les cél-lules es dipositen a la base del rotor, atenent a
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la seva mida (les més grans a la part més baixa i les més petites a la part superior).
Mentre la forca del flux aplicat no superi la forca centrifuga, la situacié es
mantindra aixi, pero, en el moment en que es comenci a augmentar el flux, les
cel-lules més petites (aquelles que es trobaven a la part superior del cultiu) poden
ser arrossegades i extretes del rotor. Aquestes cel-lules (que per la seva mida es
troben al principi de fase G2) son llavors recollides en medi fresc, on proliferaran

de forma sincronica (fig. 3).

Forca centrifuga

Fig3. Esquema de funcionament d'un elutriador.

La poblacié que es recupera amb aquest metode és aproximadament un
5% de la inicial i s’ha de tenir en compte a ’hora de calcular la mida del cultiu de

partida.

3.1.2.2. Mutant termosensible cdc25-22

La sincronitzaciéo amb el mutant termosensible cdc25-22 es caracteritza
per la inactivaci6 de la fosfatasa Cdc25 a la temperatura restrictiva de 36°C.
Aquest canvi provoca una inhibici6 de la transici6 G2/M i un bloqueig en la fase
G2 presentant les cel-lules un fenotip elongat caracteristic de la inhibici6 de cicle.

Aixi doncs, per utilitzar aquest sistema de sincronitzaci6 se segueixen els
seguents passos:

» Creuament genetic (Materials i Metodes; apartat 2.3) de la soca

termosensible cdc25-22 amb la soca que volem sincronitzar.

» Un cop obtingut el creuament el cultiu s’incuba a temperatura

permissiva de 25°C fins que assoleix una OD exponencial de 0,5-1.
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» A continuaci6é el cultiu s’incuba a temperatura restrictiva de 36°C
durant 4 hores per tal de bloquejar les cel-lules en fase G2.

» Un cop transcorregut el temps de bloqueig, les cel-lules s’alliberen a
temperatura permissiva i es procedeix a la recollida dels punts. El grau
de sincronitzacié es monitoritza mitjancant el calcul de l'index de
septacio en cadascun dels punts recollits.

Cal destacar que aquest tipus de sincronitzacio és dels més efectius

podent obtenir fins un 50-60% de cel-lules sincronitzades.

3.1.2.3. Sincronitzacié amb hidroxiurea (HU)

Aquest és el tipus de sincronitzacio que s’ha utilitzat en aquesta tesi.

La sincronitzaci6 amb hidroxiurea permet la sincronitzaci6 de cultius en
fase G1/S a través del bloqueig de la sintesi de dANTPs. La hidroxiurea inhibeix
I’'enzim ribonucleotid reductasa, de manera que impedeix que tingui lloc la

replicacié del DNA i atura les cel-lules al principi de fase S.

Basicament, el procediment que s’ha de seguir consisteix en tractar les
cel-lules amb una concentraci6 de 10 mM d’HU durant 4 h. Passat aquest temps,
el cultiu es centrifuga i es renta amb medi sense HU per finalment resuspendre’l
en medi fresc i agafar els punts pertinents. Es pot aconseguir una millor
sincronitzaci6 si el bloqueig es fa a 25°C i en medi minim. El grau de
sincronitzaci6 es monitoritza mitjancant el calcul de I'index de septaci6 en

cadascun dels punts recollits.

En aquest cas, el métode no és tant efectiu com l'anterior ja que la

proporcio6 de cel-lules sincronitzades acostuma a ser d'un 30%.

3.1.2.4. Sincronitzacié per deprivacio de nitrogen

Aquest tipus de sincronitzacio provoca el bloqueig de les cel-lules en fase
G1, degut a que la manca de nitrogen del medi impedeix que les cel-lules puguin
assolir la mida necessaria per a poder progressar a la segiient fase del cicle.
D’aquesta manera, les cél-lules sincronitzades amb medi deprivat es caracteritzen

per presentar un fenotip arrodonit de menor tamany.
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El procediment consisteix basicament en fer créixer la soca a
sincronitzar en medi minim suplementat amb tots els aminoacids fins que el
cultiu esta exponencial (OD=0,5-1). A continuacio, el cultiu es centrifuga i sobre el
pellet obtingut es realitzen tres cicles de rentats amb H.O esteril per retirar el
nitrogen del medi. Després, el pellet es ressuspen en medi minim deprivat de
nitrogen i s’incuba 4 hores a 25°C. Finalment, el cultiu és ressuspes en medi
minim suplementat per a procedir a la recollida de mostres. El grau de

sincronitzaci6 es monitoritza mitjancant el calcul de I'index de septacié.

3.2. Medis i condicions de cultiu d’Escherichia coli
Les soques d’E.coli emprades en aquest treball son DH5a, per a 'obtencio

de DNA plasmidic i BL21 per a 'obtenci6 de proteines recombinants.

Els cultius es van fer créixer segons els protocols previament descrits per
Sambrook et al. (Sambrook et al., 1998). El medi utilitzat en aquest cas va ser

LB (Luria-Bertani) i els cultius es van incubar a 37°C.
= LB:
10 g/l triptona
5 g/l extracte de llevat

10 g/1 NaCl

Quan va ser necessari, aquest medi va ser suplementat amb antibiotics.
D’aquesta manera es poden seleccionar els bacteris que contenen un determinat
plasmid en funci6 de la seva resistencia. En aquest estudi els antibiotics emprats

van ser ampicil-lina (50 mg/1) i cloramfenicol (20 mg/1).

3.2.1. Produccié de E. coli competents
El procediment a seguir per tal de produir cel-lules d’ E. coli

competents és el que s’exposa a continuacio:

83

~



Materials i Meétodes

» DIA 1: Es piquen bacteris amb la nansa de sembra i es fan créixer en

4ml de medi o/n a 37°C. S’afegeix un tub amb només 4 ml de medi

com a control.

Medi LB per DH5a.
Medi SOC per INV aF’.
Medi LB+Cloramfenicol per B834 i BL21.

Medi LB+Kanamicina+Tetraciclina per DH1o0.

= DIA 2:

Creixer els 4 ml de cultiu o/n en 250 ml del mateix medi fins
que la D.0.=0,7 a A=600 nm.

Centrifugar (Sorvall, rotor GSA) el cultiu a 5000 rpm 5 minuts
a 4°C (repartir els 250 ml en 2 tubs de 250 ml de centrifuga).
Els dos tubs han de pesar exactament el mateix.

Descartar sobrenedant.

Resuspendre el pellet en 50 ml de 1t00mM MgCl. (a 4°C), 25 ml
si es fan 2 tubs.

Deixar en gel 30 minuts.

Centrifugar a 5000 rpm 5 minuts a 4°C.

Descartar en sobrenedant.

Resuspendre el pellet en 10 ml de 100mM CaCl. (a 4°C), 5 ml
si es fan 2 tubs.

Deixar en gel 30-90 minuts.

Centrigufar a 5000 rpm 5 minuts a 4°C.

Descartar el sobrenedant.

Resuspendre el pellet en 20 ml de smM CaCl. — 15% glicerol
60% (preparar-ho al moment: 15 ml de 1t0omM Cacl. + 5 ml
glicerol 60%).

Aliquotar les cel-lules (300 pl) i congelar a -80°C rapidament.

= DIA 3: Comprovar l'eficiencia de transformacié amb una quantitat
coneguda de DNA.
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4. TECNIQUES DE TRANSFORMACIO
4.1. Transformacio en Schizosaccharomyces pombe

La transformacié de DNA a S. pombe permet tant la integracio d’epitops i
promotors controlables en els gens endogens, com la delecci6 de gens i la
incorporaci6 de plasmids en forma episomal. El métode seguit es basa en 1'as de
cel-lules fetes competents mitjancant el tractament amb acetat de liti (Norbury

and Moreno, 1997). El procediment consta del seglients passos:

» Inocular la soca de S. pombe en 5 ml de YES i créixer durant tota la nit a
30°C.

» L’endema, diluir aquest cultiu, portant-lo a un volum final de 50 ml i
deixar créixer 3 h més per tal d’assegurar que aquestes cel-lules es troben
en fase exponencial del creixement.

» Centrifugar el cultiu 5 min a 2500 rpm i descartar el sobrenedant.

» Resuspendre en 50 ml d’aigua esteril i centrifugar de nou.

» Resuspendre en un eppendorf amb 1 ml d’aigua esteril.

» Centrifugar 1 min a 8000 rpm i descartar el sobrenedant.

» Resuspendre en 1 ml d’acetat de liti* (LiAc-TE).

» Centrifugar 1 min a 8000 rpm i descartar el sobrenedant.

» Resuspendre les cel-lules en 500 ul d’acetat de liti.

» Dels 500 ul, usar-ne 100 pl per la transformacio i afegir 2 ul de ssSDNA**
ide 5 a 10 pl del plasmid. Incubar 10 min a 30°C.

» Afegir 260ul de PEG*** i incubar a 30°C entre 30 i 60 min.

= Afegir 43 ul de DMSO i incubar 5 min a 42°C.

= Centrifugar 1 min a 8000 rpm i descartar el sobrenedant.

» Rentar el pellet amb 1ml d’aigua esteril. Centrifugar de nou i descartar
sobrenedant.

» Resuspendre en 100ul d’aigua esteril i plaquejar en medi selectiu en

funci6 de I'auxotrofia o la resisténcia a antibiotic de la soca.

*LiAc-TE: 0,1 M acetat de liti, 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EDTA.
**ssDNA: 10 mg/ml de DNA d’esperma de salmo.

***LiAc-TE-PEG: 40% PEG4000 en LiAc-TE
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4.2. Transformacioé en E. Coli
La transformacié de DNA es va realitzar en la soca d’E. coli DH5a per a
I’amplificaci6 de DNA plasmidic i en la soca BL21 per a I'expressio de proteina.

El protocol exposat a continuacio, és el descrit per Kushner (Kushner, 1978):

»Incubar d’1 a 10 ul de DNA plasmidic amb 100 ul de cel-lules fetes
competents (amb CaCl. i MgCl.) i incubar durant 30-60 min en gel.

= Realitzar un xoc teérmic de 45 s a 42°C i mantenir en gel durant 2 min
més.

» Afegir 1 ml de medi LB i incubar durant 1 h a 37°C en agitacio, per tal de
que les cel-lules es recuperin.

» Centrifugar durant 15 s a maxima velocitat i descartar el sobrenedant.

» Plaquejar en medi LB suplementat amb I’antibiotic corresponent.

La resistencia d’una soca a un antibiotic ve donada pel plasmid amb que ha
estat transformada. En el cas de les cel-lules BL21, aquestes ja son resistents a
cloramfenicol de per se (donat que contenen el plasmid pLys), de manera que la

seleccid en aquest cas és doble.

5. EXPRESSIO I PURIFICACIO DE PROTEINES
RECOMBINANTS

5.1. Proteines de fusio a GST

L’expressié de proteines de fusié a GST (glutatio-S-transferasa) es va
realitzar emprant la soca d’E. coli BL21. El plasmid en que es va clonar el gen
codificant per la proteina d’interes en cada cas va ser el plasmid pGEX-KG.
Aquest permet fusionar I'epitop GST a I'’extrem N-terminal de la proteina i,
d’aquesta manera, un cop expressada, la proteina pot purificar-se mitjancant

boles de glutatio-sefarosa a partir de 'extracte total.
El procediment que es va seguir s’explica a continuaci6:

En primer lloc s’ha d’induir ’expressio6 de la proteina:
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» Inocular la soca de BL21 en 50 ml de LB suplementat amb ampicil-lina i
cloramfenicol i fer créixer tota la nit a 37°C.

» L’endema, amplificar aquest cultiu portant-lo a un volum final de 111
incubar de nou a 37°C fins que el cultiu tingui una densitat optica a 595 nm
de 0,8-1,2.

» Induir I'expressié de la proteina mitjancant ’adici6 d’'IPTG 0,5 mM i
incubant durant 4 h més a temperatura ambient.

» Centrifugar el cultiu en el rotor GSA d’una centrifuga Sorvall durant 10

min a 5000 rpm a 4°C. El pellet obtingut es pot conservar a -80°C.

Un cop s’ha obtingut el pellet, les cel-lules s’han de lisar per tal d’extreure’n

la proteina:

» Resuspendre el pellet en 10 ml de NETN* amb inhibidors de proteases**.
Transferir la suspensié a un tub de 50 ml de polipropile.

» Sonicar la suspensié per tal de disminuir la viscositat deguda a
I’alliberament del DNA bacteria.

» Centrifugar a 15000 rpm durant 15 min a 4°C en el rotor SS34 d’una
centrifuga Sorvall. Recollir el sobrenedant.

En darrer lloc, la proteina de fusi6 es purifica incubant el lisat amb un

columna d’afinitat de glutati6-sefarosa:

» Rentar 1ml de la reina de glutatio-sefarosa 4B (GE Healthcare) una
vegada amb 10 ml de PBS fred i una vegada amb 10 ml de NETN, per tal
d’equilibrar-la. Centrifugar 3 min a 3000 rpm i descartar el sobrenedant.

» Afegir el lisat de BL21 a la reina i incubar 2 h a 4°C en agitacio.
Centrifugar la barreja 5 min a 3000 rpm i descartar el sobrenedant.

» Fer dos rentats de la reina amb 50 ml de NETN i rentar de nou amb 1 ml
de NET. Centrifugar i descartar el sobrenedant.

» En darrer lloc, eluir la proteina afegint a la reina 1ml de tampd
d’elucio*** i incubant 30 min a 4°C en agitacio. Centrifugar 5 min a 3000
rpm i recollir el sobrenedant, que sera l’eluit1. Repetir el proces per tal
d’obtenir una segona fracci6 de proteina purificada (eluit2).

» Conservar la proteina a -80°C.
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*NET: 20 mM Tris-HCl pH 8, 100 mM NacCl, 1 mM EDTA.
NETN: 20 mM Tris-HCl pH 8, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5% NP-40 (o Igepal).
**Inhibidors de proteases: 10 ug/ml aprotinina, 5 pg/ml leupeptina, 1 mM PMSF.

***Tamp6 d’eluci6: 50 mM Tris-HCI pH 8,5, 100 mM NaCl, 10 mM Glutati6, 2 mM DTT.

En alguns casos, pot ser necessari digerir la proteina de fusi6 amb
trombina per tal d’eliminar el GST. Donat aquest cas, després d’'un rentat amb
PBS, es resuspendra la reina en 1000 ul de PBS en lloc d’eluir la proteina i
s’afegiran 1000 ul de trombina (0,1 unitat/ul). Aquesta barreja s’incubara 1h a
30°C i a continuacié es centrifugara per tal de separar el sobrenedant (que
contindra la proteina digerida i la trombina) de la reina (que contindra el GST).
Per tal d’eliminar la trombina de la mostra, aquesta s’incubara amb una reina de
PABA (para-amino-benzamidina) (en una proporcié de 75 ul de la reina per
cada 6 unitats de trombina) durant 30 min a temperatura ambient. El

sobrenedant resultant contindra inicament la proteina digerida.

6. OBTENCIO DE L’EXTRACTE PROTEIC DE S. pombe

Donat que les cel-lules de S. pombe estan recobertes d’una paret, la lisi s’ha
de dur a terme mitjancant I'acci6 combinada d’'un tamp6 de lisi i de friccio
mecanica. Actualment es poden fer servir 2 solucions diferents per tal d’aturar
les reaccions que tinguin lloc dins les cel-lules abans de trencar-les. Aquestes
dues solucions séon el STOP Buffer i el TCA que s’expliquen amb detall a

continuacio.

6.1. STOP Buffer

El procés consta del segiients passos:

» Per tal d’obtenir el pellet, existeixen 2 mecanismes diferents:

e Centrifugar 20 ml de cultiu durant 5 min a 3000 rpm. En el cas de
que es vulgui analitzar I'activacié de Sty1, afegir gel a I'interior tub
per tal d’evitar que la calor generada en la centrifugacié pugui
activar la MAPK.

e Utilitzar la rampa de buit de poliureta (PALL Corporation).
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» Resuspendre en 1 ml de STOP buffer*, centrifugar 1 min a 8000 rpm a
4°C. Recollir el pellet que es pot conservar a -80°C.

» Resuspendre el pellet en 200 pul de tamp6 de lisi** amb inhibidors de
proteases*** i afegir boles de vidre fins 3/ del volum final.

» Sotmetre les cel-lules a 3 pols d’agitacié a 6000 rpm en la FAST-PREP™
a 4°C. Controlar el grau de lisi mitjancant 'observacié de les mostres al
microscopi.

» Foradar la base de I'eppendorf i introduir-lo en un altre eppendorf.
Centrifugar 1 min a 8000 rpm a 4°C per tal de separar I'extracte de les
boles de vidre.

» Centrifugar de nou aquest extracte 2 min a 14000 rpm per tal d’eliminar
possibles restes cel-lulars de 'extracte.

» Recollir el sobrenedant i guardar-lo a -80°C.

*STOP buffer: 150 mM NaCl, 50 mM NaF, 10 mM EDTA, 1 mM NaNj.

**Tamp6 de lisi: 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 8, 5 mM EDTA, 0,1% Trit6 X-100, 10% Glicerol, 50 mM
NaF.

***Inhibidors de proteases: 1 mM PMSF, 1 ug/ml Aprotinina, 1 pg/ml Leupeptina, 1 mM Na.VOs;,

6.2. TCA (acid tricloroacetic)

L’extraccio de proteines de llevat en acid tricloroacetic (TCA) és el metode
d’eleccio en la majoria d’aplicacions, per la seva capacitat extractiva i la
immediata inactivacio de proteases, fosfatases i quinases.

El protocol a seguir és el segiient:

» Recollir 2-15 ml de cultiu exponencial.

» Centrifugar 5 minuts a 3000 rpm o aspirar amb la rampa de buit de

poliureta.

» Resuspendre en 1 ml de 20% TCA i transferir al tub de la Fastprep™.

Posar en gel.

» Centrifugar 1 minut a 13000 rpm, descartar el sobrenedant.

» Rentar les cel-lules amb 1 ml de 1M Tris-base (Trizma, sense ajustar el

pH).

» Resuspendre les cel-lules amb 100 ul de tamp6 de mostres 2x.
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» Bullir 2 minuts 95°C.

= Afegir 200 ul de glass beads.

» Bullir 2 minuts 95°C.

» Trencar les cel-lules amb la Fastprep™ (FP120 BIO101 Thermo Electron
Corporation).

» Bullir 2 minuts 95°C.

» Fer 2 o0 3 forats al cul de ’eppendorf i posar-lo dins d’'un eppendorf nou.

» Centrifugar 1 minut a 8000 rpm.

» Treure I’eppendorf superior i centrifugar 2 minuts a 14000 rpm.

» Transferir el sobrenedant a un nou eppendorf.

= Guardar l'extracte a -20°C.

7. QUANTIFICACIO DE PROTEINES

Per a la valoracié de la concentraci6 de proteina total en un extracte
s’utilitzen principalment dos metodes: el metode Bradford i el metode Lowry. El
metode d’eleccio és el Bradford, per la seva sensibilitat, senzillesa en la
preparacid i rapidesa en l'obtenci6 dels resultats. Tot i aixd, aquest métode
presenta certes limitacions, ja que esta influit per diversos components que
sovint es troben presents en les solucions on estan dissoltes les proteines (>0,1%
SDS, ...). En aquests casos s’utilitza el metode Lowry, que no esta distorsionat
per aquests components. Ambdds metodes es basen en la quantificacié de
l’absorbancia a una determinada longitud d’ona del canvi de color que
experimenta un reactiu quimic en reaccionar amb les proteines. La
determinacio6 de la concentraci6 es realitza per comparacié amb una recta patro
de concentracions creixents conegudes de proteina, que generalment és

I’albimina sérica bovina.

7.1. Metode Bradford
Aquest metode es basa en el canvi de coloracié que pateix el reactiu de
Bradford (Bio-Rad protein assay dye reagent concentrate) en entrar en

contacte amb els enllacos peptidics de la proteina. Aquests canvis es poden
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valorar mitjancant la mesura de I’absorbancia a 595 nm. La concentracié es
calcula en base als valors obtinguts amb una mostra patr6 de concentracio
coneguda, elaborada amb BSA (albumina serica bovina). La recta patr6 es

prepara de la segiient manera:

Concentracié6 BSA 0,1 mg/ml Aigua Reactiu de Bradford

oug/ul oul 8oopul 200pl
4pg/ul 4oul 760ul 200ul
8ug/ul 8oul 720ul 200ul
1opg/ul 1ooul 7ooul 200ul
15ug/pl 150ul 650ul 200pl

Taula 9. Proporcions de cadascun dels reactius emprats per a la quantificacié de proteines pel metode Bradford.

La mostra problema es prepara de la mateixa manera, afegint 1 ul de

mostra a 799 ul d’aigua i 2o0ul del reactiu de Bradford.

Després de barrejar el reactiu cal incubar 10 min a temperatura ambient
abans de llegir 'absorbancia a 595 nm. Es important sempre fer duplicats tant

de la recta patr6é com de la mostra.

7.2. Metode Lowry
El procediment és similar a 'anterior pero canvien els reactius i la mesura

de I'absorbancia és a 750 nm:

» La recta patr6 es prepara amb diferents concentracions de BSA (de 2
a 20 mg/ml) fins a un volum final de 500 pl en aigua mQ. Les mostres a
quantificar es preparen de la mateixa manera, agafant de 2 a 10 pul de
mostra. Els punts de la recta patr6 i de les mostres es preparen per

duplicat.
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» S’hi afegeix 2,5 ml de Soluci6 A*. Es barreja i s’incuba 10 minuts a
temperatura ambient.

» S’hi addicionen 250 ul de Solucié B**, es barreja i s'incuba 30 minuts
a temperatura ambient.

» Esllegeix I'absorbancia en un espectrofotometre a 750 nm.

» La concentracio de la mostra s’obté per interpolaci6 en la recta patré

a partir del valor de I'absorbancia.

A continuacio es mostra la recta patré del metode Lowry:

Concentraci6 BSA 0,1 mg/ml  Aigua

oug/ul oul so0ul
5ug/ul 50pl 450pl
1opg/ul 100pul 4qooul
20ug/ul 200ul sooul
4oug/ul 4ooul 100ul

Taula 10. Proporcions de cadascun dels reactius emprats per a la quantificacié de proteines pel métode Lowry.

*Solucid A: es barregen les solucions 1, 2 i 3 amb la proporci6 48:1:1.
- Soluci6 1: 2% Na2CO3, 0,1 N NaOH.
- Soluci6 2: 0,5% CuSo4.
- Soluci6 3: 1,0% Tartrat sodic.

**Soluci6 B: diluci6 del reactiu de fenol (1:1) amb aigua.

- Reactiu de fenol: Folin-Ciocalteu (Merck).

8. ELECTROFORESI DE PROTEINES (SDS-PAGE)
L’electroforesi de proteines mitjancant gels de SDS-poliacrilamida en
condicions desnaturalitzants permet la separaci6 de les proteines presents en

una mostra en funci6 del seu pes molecular (Laemmli, 1970). Les mostres que es
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volen analitzar sén tractades préviament amb un detergent anionic, el SDS
(dodecil sulfat sodic). Aquest tractament confereix carrega negativa a les
proteines, anul-lant la seva carrega intrinseca. L’aplicaci6 a continuaci6 d’'un
corrent eléctric promou la migraci6 de les proteines a través de la matriu porosa

de poliacrilamida cap el pol positiu del camp (anode).

Donat que el tractament amb el detergent anul-la la propia carrega de la
proteina, la velocitat de migraci6 dependra unicament de la mida d’aquesta,

essent inversament proporcional al logaritme del pes molecular.

La matriu de poliacrilamida esta formada per una barreja d’acrilamida i
bis-acrilamida, i la concentraci6 d’aquests polimers en el gel determinara la
mida del por resultant. Aixo influira en la idoneitat d’'un tipus de gel o un altre
per a la correcta separacié de la mostra. Aixi, si es volen separar proteines de
pes molecular gran, s’empraran gels de baixa concentraci6 d’acrilamida/bis-
acrilamida, és a dir, gels amb pors grans. En canvi, si es volen separar proteines
de baix pes molecular, sera més adequat emprar gels amb por petit o d’alta

concentracio6 d’acrilamida/bis-acrilamida.
Els gels per a 'electroforesi de proteines consten de dues fases:

» Gel empaquetador: correspon a la part superior del gel i donat que té

una baixa concentraci6 d’acrilamida (3,6%) permet que la mostra
s’empaqueti en el limit amb la segiient fase del gel.

» Gel resolutiu: situat a la part inferior del gel, permet la separaci6 de les
proteines degut a que conté un major percentatge d’acrilamida (que pot

variar de 8-15%).

En la taula 11 es recullen les proporcions que s’han de seguir per preparar

els gels.
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Gel resolutiu Gel
Components empaquetador
8% 10% 12% 15%
Solucio 1* 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml -
Solucio 2** 2,8 ml 3,4 ml 4 ml 5 ml 0,36 ml
Solucio g*** - - - - 1,5 ml
Aigua 2,2ml 1,6 ml 1ml - 1,2 ml
TEMED 14 ul 14 ul 14 ul 14 ul 7,5 ul
PSA 13% 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul soul
Vfinal 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 3ml

Taula 11. Volums necessaris per a la preparaci6 de gels resolutius i empaquetadors de 1,5 mm de gruix.

*Soluci6 1: 0,75M Tris-HCl, 0,29% SDS, pH 8,8.

**Soluci6 2: 30% acrilamida, 0,8% Bis-acrilamida.

***Soluci6 3: 0,25M Tris-HCl, 0,29% SDS, pH 6,8.

El PSA (persulfat amonic) actua com a iniciador de la reacci6é i el TEMED

com a agent catalitzador.

Les mostres es preparen calculant la quantitat de proteina que es vol
carregar i afegint % part d’aquest volum de tamp6 de mostra 4x*, és a dir V4 part
del volum final. Un cop preparades, les mostres es bullen durant 5 min i es
carreguen en el gel. Per tal de poder aplicar el corrent electric, I'electrode i els
gels hauran d’estar submergits en una cubeta que contingui tamp6 electrolit**.

El corrent aplicat sera el corresponent a un amperatge constant de 35 mA per
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gel. En el nostre cas, els gels emprats corresponen al sistema CBS (Scientific

Company, Inc.).

*Tamp6 de mostra 4x: 40 mM Fosfat sodic pH 7,0, 0,40% Glicerol, 10% SDS, 0,2% DTT, blau de bromofenol.

**Tampo electrolit: 25 mM Tris-HCl, 192 mM Glicina, 0,1% SDS, pH 8,3.

Tincio de gels de poliacrilamida amb Coomassie Blue:

Per tal de poder visualitzar el patr6é de proteines que han estat separades
mitjancant un gel de poliacrilamida, aquest s’ha de tenyir mitjancant una

solucibé de Coomassie Blue.

Aquesta tinci6 consisteix en la incubacié durant aproximadament 15 min a
temperatura ambient en agitaci6 suau amb una soluci6 del colorant* i el
posterior tractament amb una soluci6 destenyidora** que permeti eliminar-ne

Pexcés.

*Soluci6 de tincié: 2,5 mg/ml Coomassie Blue G-250, 45% Metanol, 10% Acid aceétic.

**Soluci destenyidora: 50% Metanol, 10% Acid acétic.

9. WESTERN BLOT

Aquesta teécnica permet la deteccié d’'una proteina concreta present en una
mostra mitjancant la reacci6 entre aquesta i un anticos dirigit contra ella.
Previament, la mostra ha d’haver estat separada mitjancant un gel de
poliacrilamida i transferida a una membrana de nitrocel-lulosa o PVDF (fluorur
de polivinilide). Aquesta tecnica consta de 2 passos que s’explicaran amb detall

a continuacio:

» Electrotransferéncia.

* Immunodeteccio.

95



Materials i Meétodes

9.1. Electrotransferéncia

Aquest procés consisteix en la transferéncia de les proteines presents en un
gel de poliacrilamida cap a una membrana de nitrocel-lulosa o PVDF mitjancant
laplicaci6 d'un camp electric. Les proteines de la mostra, en tenir carrega
negativa migraran cap el pol positiu de l'electrode on es trobaran am la
membrana i quedaran retingudes. Tot el sistema es trobara submergit en un
tampo de transferéncia® que permeti la transmissio del camp electric. El

muntatge del sistema es mostra a continuacio:

Esponja
+ Paper Whatman
] Membrana
: : Gel
L | Paper Whatman
] Esponja

Figura 4. Esquema del muntatge de la transferencia del gel d’acrilamida.

*Tamp6 de transferencia: 25 mM Tris-HCI pH 8,3, 192 mM Glicina, 0,02% SDS, 20% etanol.

Un cop muntat el sistema, s’aplicara un camp electric de 60V durant 2
hores o bé de 20V durant tota la nit, a 4°C en ambdos casos per tal d’evitar

I’escalfament de la mostra.

Cal remarcar que les membranes de PVDF s’han d’haver hidratat
previament abans de dur a terme la transferencia, incubant-les breument amb

metanol i equilibrant-les llavors amb el tamp6 de transferencia.
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9.2.

Immunodeteccio

Com ja s’ha dit, aquesta tecnica permet la detecci6 d’'una proteina

concreta mitjancant 1'as d’anticossos que reaccionen especificament contra un

epitop present en la proteina. Es tracta d'una teécnica de detecci6 indirecta,

donat que I’anticos que dona el senyal no s’'uneix a la proteina directament, sin

que ho fa a través d’un antics primari, que en aquest cas si que reacciona amb la

proteina. Aixi diferenciarem dos tipus d’anticos:

Anticos primari: Aquest anticos reconeix especificament un
(anticossos monoclonals) o més epitops (anticossos policlonals)
continguts en la proteina. S'obtenen inoculant la proteina purificada
(o fragments) en animals per tal de generar una resposta
immunologica i extraient-ne després la sang per tal de separar
I’anticos. Quant als anticossos monoclonals, aquests son produits en
ratolins i, en aquest cas, se n’extrau la melsa i se’'n disgreguen les
cel-lules per tal d’establir linies cel-lulars que sintetitzin anticossos
contra un Unic epitop. En el cas d’anticossos policlonals, aquests es
generen en animals més grans, com ara conills o cabres els quals s6n
sagnats per tal d’obtenir una barreja d’anticossos dirigits contra

diferents epitops de la proteina.

Anticos secundari: Aquest anticos reconeix la regié constant
present en l'anticos primari i que és igual per tots els anticossos
generats en una mateixa especie animal. Aixi, s’obtenen inoculant
anticossos de I'especie on s’ha generat ’anticos primari en un animal
d’una especie diferent. Els anticossos secundaris porten conjugat un
enzim (peroxidasa o fosfatasa alcalina) que en reaccionar amb el seu
substrat donen lloc a un senyal detectable, proporcional a la quantitat
de proteina present a la mostra. La finalitat d’utilitzar un anticos
secundari és que permet amplificar el senyal, que seria molt baix si

només s’emprés un sol anticos.
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El passos que s’han de seguir per dur a terme aquesta técnica es mostren

a continuacio:

* Hidratar la membrana on s’han transferit les proteines submergint-la
en metanol absolut i rentant-la després amb aigua destilada i TBS*.

* Bloquejar la membrana mitjancant la incubacié amb una soluci6 de
bloqueig** per tal d’evitar que els anticossos s'uneixin de forma
inespecifica a la membrana. Aquesta incubaci6 es fa durant 1th a
temperatura ambient, en agitaci6 suau.

* Incubar la membrana en la soluci6 de 'anticos primari*** durant 2 h
a temperatura ambient o bé durant tota la nit a 4°C. La diluci6 de
l’anticos sera diferent depenent de cada anticos.

= Realitzar 3 cicles de rentat de 5 min a temperatura ambient amb
TBST*.

* Incubar la membrana amb l’anticos secundari dissolt en la solucié
d’anticos*** en una proporcié6 1:2000. En el nostre cas I'enzim
secundari emprat estava conjugat a I’enzim peroxidasa (HRP).

= Realitzar dos rentats de 5 min amb TBST i un darrer rentat de 10 min
amb TBS.

» Per tal de detectar el senyal de I'anticos, tractar la membrana amb el
substrat proporcionat pel sistema de detecci6 (EZ-ECL
Chemiluminescence Detection Kit for HRP, de Biological Industries) i
captar la quimioluminiscéncia en una pel-licula fotografica (Fuji
Medical X-Ray film, de Fujifilm).

*TBS: 20 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NacCl
TBST: TBS 0,05% Tween-20
**Soluci6 de bloqueig: 5% de llet en pols dissolta en TBST.

***Soluci6 d’anticos: 2,5% de llet en pols dissolta en TBST. En alguns casos, quan la casa comercial aixi ho indiqui, la

soluci6 de bloqueig aixi com la solucié d’anticos es prepara amb BSA enlloc d’amb llet.
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A la segiient taula es recullen els anticossos emprats en aquest treball:

Antigen Font Tipus Dilucié
HA (12CA5) Roche Monoclonal 1:1000
HA Sigma Policlonal 1:1000
PSTAIR Upstate Policlonal 1:2000
Myc (9E10) Upstate Monoclonal 1:1000
Fosfo-p38 Cell Signaling Policlonal 1:1000
HOG1 (Y-215) Santa Cruz Monoclonal 1:1000
Actina Immuno (MP Biomedicals) Monoclonal 1:2000

Taula 12. Anticossos emprats en aquesta tesi.

10. IMMUNOPRECIPITACIO

Aquesta tecnica consisteix en la purificacié de proteines concretes presents
en una mostra mitjancant 1"as d’anticossos dirigits contra aquestes. L’anticos
reconeix especificament la proteina i, posteriorment, la incubaci6 de la mostra
amb una reina de proteina A o G permet la separaci6 del complex anticos-
proteina de la resta de l'extracte. Les proteines A i G son d’origen bacteria i
tenen una gran afinitat pels anticossos. El procediment que es segueix és el

seguent:

» Preparar de 500 fins a 1000 ug d’extracte en un volum final de 300 ul
de tamp6 de lisi amb inhibidors®. Afegir el volum d’anticos aconsellat
per la casa comercial (generalment es fan servir dilucions 1:100-1:300).

* Incubar la reaccié durant tota la nit en agitacié suau a 4°C.

» L’endema, afegir a la mostra 30 ul de la reina de proteina A o G.
Previament, aquesta reina haura estat equilibrada mitjancant 3 rentats

amb 1 ml del mateix tamp6 de lisi. Incubar durant 1 h a 4°C.
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» Centrifugar 1 min a 8000 rpm i recollir el sobrenedant com la fraccio
no unida.

» Realitzar 3 cicles de rentat de la reina amb 1 ml de tamp6 de lisi.

» Ressuspendre la reina amb 30 ul de tamp6 de mostra 2x i correr en un
gel SDS-PAGE, juntament amb la fracci6é no unida.

» Per ultim, la transferéncia a una membrana i la immunodeteccié de
proteines concretes permetra determinar interaccions de la nostra
proteina d’interés amb d’altres també presents en la mostra inicial i que

han co-immunoprecipitat amb aquesta.

* El tamp6 de lisi emprat, aixi com els inhibidors de proteases, son els mateixos que ja s’han esmentat per a 'obtenci

d’extractes totals de S. pombe.

En alguns casos, es poden utilitzar directament beads fusionades a
lanticos, de manera que ens estalviariem el pas d’incubaci6 amb proteina A o G.
En aquest cas l'extracte cel-lular s’incuba amb 30 ul d’aquestes beads tota la nit
en agitaci6 suau a 4°C, i 'endema es realitzen 3 cicles de rentat de la reiina amb
1 ml de tamp06 de lisi i es resuspen amb 30 ul de tampo6 de mostra 2x i es corren
les mostres en un gel SDS-PAGE.

11. ASSAJOS D’ACTIVITAT QUINASA IN VITRO
Els assajos quinasa permeten per una banda determinar si una proteina és
substrat d’'una quinasa d’activitat coneguda i per altra banda analitzar I’activitat

d’'una quinasa donades unes condicions concretes.

En aquest treball s’han realitzat assajos quinasa emprant proteines
purificades, aixi com assajos quinasa en que la quinasa havia estat
immunoprecipitada a partir d’'un extracte total de S. pombe. En aquest darrer

cas, el substrat era també una proteina purificada.
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En termes generals, en un assaig quinasa es mesura la incorporacié de P32
radiactiu (en forma d’ATP) en un substrat a través d’una reaccio catalitzada per

una quinasa.

La reacci6 es prepara de la segiient manera:

Substrat......cccocceeerveeinieeiiieeeen. 2 ug
QUINASA....uvveeeeeieeeeeierreeeeeeeee e 1ug
Tampo quinasa 10X*........cccceeennneeen. 3ul
ATP 2,5mM.....ceeeeiiiinnn. 3ul
[v32-P] ATP** .o, 0,2 ul
FAN T4 | b VO gsp 3oul

*Tamp06 quinasa 10x: 50 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM MgCl2, 5 mM [-mercaptoetanol.

*#*[y32-P] ATP de Perkin-Elmer (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml)

Aquestes quantitats poden variar, essent Unicament orientatives. Per
exemple, la quantitat ’ATP es pot augmentar si es vol que el senyal sigui més
especific (quan s’obtenen bandes inespecifiques) o, per contra, es pot disminuir
si el senyal obtingut és molt baix. La quantitat ’ATP radiactiu que s’ha indicat
correspon a un ATP que no ha decaigut encara. Aixi, cada quinze dies (semivida
del P32) des que 'ATP ha comencat a decaure s’ha de afegir el doble del volum

inicial.

Tots els components es poden barrejar de forma normal, excepte I’ATP
radiactiu que s’ha d’incorporar en una cambra habilitada per a treballar amb
isotops radiactius. A partir d’aquest punt tot el procés s’ha de dur a terme en

aquesta cambra, darrera d'una mampara de metacrilat.

La reacci6 s’incuba durant 30 min a 30°C i, transcorregut aquest temps, la
reaccio s’atura afegint 10 ul de tampo6 de mostra 4x. A continuacio les mostres es
corren en un gel de poliacrilamida i aquest es tenyeix amb Coomassie Blue. Per

tal de detectar el senyal de fosforilacio, el gel s’asseca sobre un paper whatman i
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s’exposa en una placa que l'amplificara. L’autoradiografia es visualitzara

mitjancant I’escanner Typhoon (Trio Variable Mode Imager).

En el cas dels assajos quinasa en que el que es vol determinar és 'activitat
quinasa d’una proteina present en una mostra de S. pombe, aquesta
s'immunoprecipitara segons el protocol descrit en I'apartat anterior i la reina
resultant s’incubara amb la resta de components de la reacci6, que conservaran
les mateixes proporcions que en el cas anterior pero sense considerar el volum

de la reina.

12. ASSAJOS DE SENSIBILITAT EN PLACA
Aquests assajos permeten determinar la viabilitat d'un determinat mutant

o bé la interacci6 genica entre determinats gens.

En la realitzacié d’aquest treball, els mutants a analitzar, aixi com la soca
control, van ser crescuts en medi ric (YES) o minim (EMM), depenent del cas,
fins a obtenir cultius en fase exponencial. A continuacio, es va realitzar un banc
de dilucions seriades dels cultius (des de 10° fins a 103) i es van inocular 10 ul de
cada diluci6 sobre plaques de medi solid, contenint 'estres corresponent. La

formaci6 de colonies es va analitzar després de 2 dies de creixement a 30°C.

13. TECNIQUES DE MICROSCOPIA

13.1. Immunocitoquimica indirecta

Aquesta tecnica permet analitzar la localitzacié subcel-lular d’'un proteina
mitjancant I"as d’anticossos dirigits contra aquesta. Aquests anticossos son
alhora reconeguts per un anticos secundari que porta conjugat un fluorocrom

que pot ser visualitzat amb un microscopi de fluorescencia.

Per tal que les proteines conservin la seva localitzacio, les cel-lules s’han de
fixar amb metanol abans de comencar el procés de marcatge. El protocol que

s’utilitza és el segiient:
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Centrifugar 1 ml de cultiu a 8000 rpm durant i1min. Descartar el
sobrenedant i resuspendre en 0,5 ml de metanol a -20°C. D’aquesta
manera les cel-lules es poden conservar durant mesos a -20°C.
Centrifugar les cél-lules durant 1 min a 8000 rpm. Descartar el metanol
i resuspendre en aigua autoclavada. Deixar que les cel-lules s’hidratin
durant 10 min.

Realitzar dos cicles de rentat amb 1 ml de tampé PEM. Centrifugar 1
min a 8000 rpm i descartar el sobrenedant.

Incubar les cel-lules amb 500 pl de tamp6 PEMS amb 2 mg/ml de
zimoliasa 20T (de Seikagaku) per tal de digerir la paret. Incubar 10 min
a 37°C.

Fer tres rentats amb 1 ml de tamp6 PEMS. Centrifugar 1 min a 8000
rpm i descartar el sobrenedant.

Incubar les cel-lules amb 1 ml de tamp6 PEMS a 1'1% de trit6 X-100 per
permeabilitzar-les. Incubar 30 s a temperatura ambient.

Realitzar tres rentats amb tamp6 PEM. Centrifugar 1 min a 8000 rpm i
descartar el sobrenedant.

Resuspendre les cel-lules en 1 ml de tampé PEMBAL i incubar en
agitacid suau 30 min a temperatura ambient. Centrifugar 1 min a 8000
rpm i descartar el sobrenedant.

Resuspendre de nou les cel-lules en 200 ul de tampé PEMBAL on s’ha
diluit Panticos primari (la dilucié dependra de I'anticos, pero oscil-lara
entre 1:100 i 1:300). Incubar en agitacié6 durant 16 h a temperatura
ambient.

Fer tres rentats amb tamp6 PEMBAL. Centrifugar 1 min a 8000 rpm i
descartar el sobrenedant.

Resuspendre les cel-lules en 200 pl de tamp6 PEMBAL on s’ha diluit
I’anticos secundari (a una concentracié 1:200). Incubar durant 6 h a
temperatura ambient. A partir d’aquest punt les mostres s’han de
protegir de la llum mitjancant paper d’alumini.

Fer dos rentats amb PEMBAL. Centrifugar 1 min a 8000 rpm i

descartar el sobrenedant.
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» Resuspendre en 100 pl de solucié DAPI i incubar 1 min a temperatura
ambient per tal de tenyir el DNA. Centrifugar 1 min a 8000 rpm i
descartar el sobrenedant.

» Rentar amb 1 ml d’aigua autoclavada.

» Resuspendre aproximadament en 30 ul d’aigua autoclavada i de la
suspensio resultant extendre 5 pl en un portaobjectes. Un cop
evaporada I’aigua, muntar la preparacié amb una gota de mowiol.

» Deixar assecar abans d’observar al microscopi. En aquesta tesi el

microscopi emprat ha estat el de wide field Leica DMI 6000B.

PEM: 100 mM PIPES, 1 mM EGTA, 1 mM Mg.SO, pH 6,9
PEMS: PEM suplementat amb 1,2 M sorbitol
PEMBAL: PEM suplementat amb 100 mM hidroclorur de lisina, 0,1% NaN3i 1% BSA.

DAPI: Diluci6 1:1000 d’una soluci6 estoc d’1mg/ml de DAPI (4',6-Diamidino-2-fenilindol diclorhidrat) en aigua
autoclavada.

Mouwiol:

- Barrejar 2,4 g de mowiol (Calbiochem) amb 6 g de glicerol i agitar durant 1h.
- Afegir 6 ml d’aigua mQ i agitar 2 h més.

- Afegir 12 ml de Tris-HCl 0,2 M pH 8,5 i agitar 30 min més.

- Escalfar durant 10 min a 50°C.

- Centrifugar 15 min a 6500 rpm i aliquotar el sobrenedant.

Els anticossos per immunocitoquimica que es van emprar so6n els
segiients:

Antigen Font Tipus Dilucié
HA (12CA5) Roche Monoclonal 1:500
Anticossos primaris
Myc (9E10) Upstate Monoclonal 1:500
Anticossos secundaris Anti-mouse 594 Alexa Policlonal 1:200
Anti-mouse 488 Alexa Policlonal 1:200

Taula 13. Anticossos emprats en les immunocitoquimiques.
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13.2. Microscopia confocal de time-lapse
Aquesta tecnica permet analitzar la localitzaci6é subcel-lular d’'un proteina i
el seu seguiment in vivo, mitjancant I'as de lasers dirigits contra el fluorocrom

fusionat a la proteina d’interes.

En aquesta tesi s’ha treballat amb la soca Cdc25-GFP. El laser utilitzat per
visualitzar la GFP és la linia 488 del laser d’Argd del microscopi confocal
espectral Leica TCS-SP5. Amb aquesta mateixa linia de laser també prenem

imatge de DIC (Differential Interference Contrast, Nomarski).

El procediment per tal de poder fer microscopia de time-lapse amb

cel-lules de S. pombe és el segiient:

- MATERIAL NECESSARI:

» Plaques d’agarosa al 3% amb H.O (es preparen el dia abans i es deixen

solidificar a 4°C).

» Cubreobjectes de 22 mm.

» Cambra attofluor de Molecular Probes.

» Xeringa acoblada a un tub amb punta d’agulla (en el nostre cas va ser
necessaria degut a que necessitavem inocular estres a les cel-lules mentre
feiem el time-lapse i sense desenfocar la mostra).

» Solucio6 d’estres (en el nostre cas una soluci6 de KCl 0,6 M).

- PROCEDIMENT (figura 4):

» Es fa creixer el cultiu fins que les cel-lules estiguin exponencials.

» Un cop solidificades les plaques d’agarosa es retalla un quadradet petit
(0,5 cm x 0,5 cm aprox).
» Es col-loca una gota de cultiu (uns 2 pl) sobre el quadrat d’agarosa i
esperem a que s’assequi.
» Mentre s’asseca la gota preparem la cambra amb el cubreobjectes al

mig.
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il

= Un cop seca la gota, el quadrat es col-loca cap per avall sobre el
cubreobjectes amb molta cura de que no quedin bombolles que puguin
interferir amb la imatge (figura 4).

» Afegim oli a la part inferior de la cambra i enfoquem amb 1'objectiu 63x
d’oli. Mantenim la temperatura a 30°C durant I’adquisici6.

» Caracteristiques de l’adquisici6: Format 512x512 pixels. Zoom:4.
Pinhole:2. Line Accumulation:2. Velocitat: 400 bidireccional. Temps total:

variable, entre 1th30 i 3h. Interval de temps entre adquisicions: 30 segons.

Cultiu exponencial

<SS S @
Cubreobjectes E>
<—Cambra /

Agarosa al 3%

Figura 4. Esquema del muntatge de la cambra amb les cel-lules de llevat per microscopia de time-lapse.
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G ESTUDI DE LA REGULACIO DE LA Srki PER LA MAPK Sty1

1. La presencia de la Sty1 és necessaria per a ’estabilitat de la
Srki1

Estudis realitzats en el nostre grup han permes establir que la Sty1
fosforila la treonina 463 de la Srki per tal d’activar-la (Lopez-Avilés*, Lambea*,
2008). Donats aquests antecedents vam voler determinar si la Sty1 era 1'nica
quinasa responsable de l'activaci6 de la Srk1 en resposta a estrés. Amb aquesta
finalitat vam realitzar un assaig quinasa per tal de mesurar I’activitat de la Srk1
en resposta a estres en absencia de la Sty1. Cel-lules Asty1 on la Srk1 endogena
conté incorporat un epitop HA (hemaglutinina) van ser sotmeses a estres
osmotic (1M KCl) i posteriorment, la Srki1 es va immunoprecipitar a diferents
temps de I'exposicio a estres. L’activitat de la Srk1 dels immunoprecipitats es va
analitzar utilitzant el fragment Cdc2556-145, previament descrit (Lopez-Avilés et
al., 2005), com a substrat. Tal i com esperavem, no vam detectar activitat de la
Srk1 en cel-lules Asty1, en comparacié amb el control (figura 1; panell superior).
Sorprenentment, pero, en la soca Asty1 s’observa una disminuci6 dramatica dels

nivells de la proteina Srki, tal i com s’observa en la figura 1 (panell inferior).

..HA
srk1::HA Asty1 orit oA

Assaig quinasa - . < Cdc2556-145
8 &

IP anti-HA "R E -E . .J‘—Srk1-HA
L [ . s

KCI1M 0 5 10 15 30 60 100 120 C min

Figura 1. Activitat de la Srk1 en cel-lules Asty1. Cel-lules Asty1r contenint el gen endogen srki1 fusionat a
Tepitop HA (srki-HA) van ser exposades a 1M KCl i la Srki1 va ser immunoprecipitada als temps indicats amb I'anticos
anti-HA. L’assaig quinasa in vitro es va realitzar utilitzant els immunoprecipitats i com a substrat el fragment Cdc2556-145
(panell superior). El darrer carril correspon a l'activitat de la Srki en cel-lules wt. Els Western Blots de les mostres
immunoprecipitades es van analitzar mitjancant I'anticos anti-HA per tal de monitoritzar la presencia de proteina

(panell inferior).
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El mateix ocorre quan comparem en paral-lel I'expressi6 de la Srki en
extractes totals de cel-lules wt i Asty1 exposades a estres osmotic (figura 2). En
aquest cas, tampoc es detecten nivells de proteina en la soca Asty1. Aquest fet
ens va fer pensar que potser la Sty1 podia estar regulant, a més de la seva
activitat, ’estabilitat de la Srki.

srk1::HA srk1::HA Asty1

aee - o
— - > 2

KCI1M 0 15 60 0 15 60 min

Figura 2. Nivells de Srki1 en cél-lules Astyi1. Cél-lules wt i Asty1 contenint el gen endogen srki1 fusionat a
Tepitop HA (srki-HA) van ser exposades a 1M KCl i els nivells de proteina de la Srki van ser analitzats mitjancant
Western Blot amb I'anticos anti-HA (panell superior). La mateixa membrana va ser incubada amb I'anticos anti-PSTAIR

per detectar la Cdc2 com a control de carrega.

Per tal de confirmar aquesta observacio, I’estabilitat de la proteina Srki es
va analitzar utilitzant un altre abordatge experimental, el que es coneix com el
cassette DEGRON. Vam analitzar I'expressié de la proteina Srki en una soca
Asty1 on el gen styr s’expressa sota el control del promotor induible de la
invertasa (invi) (Iacovoni et al., 1999) en un plasmid que conté el “cassette
DEGRON induit per calor” (Sanchez-Diaz et al., 2004) fusionat al N-terminal
del gen sty1 (pINV1-DEGRON:Sty1-HA). El canvi de glucosa per sucrosa en el
medi porta a la rapida inducci6é del promotor de invi, i per tant, en aquest cas, a
la inducci6 de la Sty1 (Iacovoni et al., 1999). Posteriorment, la proteina de fusio
es pot degradar en canviar el cultiu a la temperatura restrictiva de 37°C, que fa
que l'epitop DEGRON adopti una conformaci6 que és reconeguda per la
maquinaria d’ubigqiiitinitzacié (Sanchez-Diaz et al., 2004). Aquest metode ens
permet doncs, analitzar 'estabilitat de la Srk1 a mida que els nivells de la Sty1
disminueixen. Aixi doncs, cel-lules Astyr amb el gen endogen srk1 fusionat al
epitop HA que contenen el plasmid pINV1-DEGRON:Sty1-HA van ser canviades
de temperatura permissiva a restrictiva, i ambdues proteines (Sty1 i Srk1) van
ser detectades per Western Blot a diferents temps després del canvi de

temperatura. Com s’observa en la figura 3A, a mida que es degrada la Styi,
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I'estabilitat de la Srki va disminuint, indicant I'existéncia d’un altre nivell de
regulacié de la Srki més enlla del transcripcional per part de la Sty1. De fet, en
cel-lules de mamifer s’ha descrit que 'estabilitat de la MAPKAPK-2 (MK2) és
depenent de la preséncia de la MAPK p38 (Kotlyarov et al., 2002). En aquestes
cel-lules, ambdues proteines formen un complex estable i inactiu en condicions
normals. L’absencia d’'una d’elles fa que l'altra sigui inestable i viceversa. Per
altra banda, com s’ha comentat a la introduccio, treballs recents en S. pombe
indiquen que lestabilitat del factor de transcripci6 Atfi depen d’un nivell de
fosforilacié basal per part de la Sty1 (Lawrence et al., 2007). Amb l'objectiu de
determinar si l'estabilitat de la Srki depen de lactivitat de la Sty1, es van
analitzar els nivells de proteina de la Srk1 en una soca Awisz1 (on la Sty1 no pot
ser activada) sota condicions normals i d’estres. Tal i com s’observa en la figura
3B, els nivells de proteina de la Srk1 sén iguals en la soca wt i Awisi, tant en
condicions normals com en resposta a estres, indicant que al igual que ocorre
en cel-lules de mamifer, és la presencia i no 'activitat de la Sty1 el que permet

que la Srki sigui estable.

A B
srk1::HA Asty1 NA NN
pINV1-DEGRON:sty1-HA ¢ Se
Temps a37°C Oh 1h 2h 4h 6h ‘..__ S B —“—Srk1-HA
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z “. ‘ :_- <+ Srk1-HA | """--—-————-|<- Actina
— —— < Sty1-HA:DEGRON TMKel
C
wit Asty1
; 0 0h 2h 4h  6h MG132
; . ™~
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Figura 3. Estabilitzaci6 de la Srki1 per la Sty1. (A) Cél-lules srki-HA Asty1 van ser transformades amb el
plasmid pINV-DEGRON-Sty1 expressant DEGRON-Sty1 sota el control del promotor del gen de la INV1 a 25°C. Les
cel-lules van ser canviades a temperatura restrictiva, 37°C, es van agafar mostres als temps indicats i els Western Blots
es van incubar amb l'anticos anti-HA per detectar en paral-lel els nivells de les proteines Srki (panell superior) i Sty1
(panell del mig). Com a control de carrega es va fer un Ponceau a la membrana (panell inferior). (B) Cél-lules wt, Astyz i
Awis1 contenint el gen srki endogen fusionat a 'epitop HA van ser exposades a 1M KCl durant 30 minuts. El Western
Blot dels extractes proteics es va dur a terme amb l'anticos anti-HA per detectar els nivells de Srki. La mateixa
membrana va ser incubada amb anitcos anti-actina com a control de carrega. (C) Cel-lules srki-HA Astyr van ser
exposades a I'inhibidor del proteasoma MG132 (concentraci6 final de 50 uM) i les mostres van ser recollides als temps
indicats. Els nivells de Srk1 van ser monitoritzats mitjangant Western Blot amb l'anticos anti-HA. La mateixa membrana

va ser incubada amb anitcos anti-actina com a control de carrega.
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Finalment, amb I'objectiu d’establir si la manca de Sty1 promou la perdua
de la Srk1 per degradacio, cel-lules Asty1 van ser tractades amb l'inhibidor del
proteasoma MG132, i els nivells de proteina de la Srki van ser analitzats
mitjancant Western Blot a diferents temps del tractament. Tal i com es mostra
en la figura 3C, els nivells de proteina de la Srki es recuperen en afegir
I'inhibidor, suggerint que la uni6 entre ambdues quinases evitaria la degradacio
de la Srka.

2. La fosforilacio de la Srk1 en T463 promou la seva degradacio

Per tal d’estudiar 'efecte in vivo de la fosforilaci6 de la treonina 463, vam
decidir examinar els nivells de proteina de la Srki1 en cel-lules on el gen endogen
va ser fusionat a 'epitop HA (srki-HA) o reemplacat pels mutants srki-T463A
(srk1-T463A-HA) o srki1-T463D (srki-T463D-HA). Tal i com es mostra en la
figura 4, els nivells de proteina del mutant srki-T463D son inferiors als de la
Srki control (carrils 1 i 2). Per contra, els nivells de proteina del mutant srki-
T463A no varien en comparaci6 amb la Srki (carrils 4 i 5). Aquestes
observacions ens van portar a comprovar si els nivells baixos de proteina del
mutant srki-T463D eren deguts a una perdua en lestabilitat i posterior
degradacio del mateix. Aixi doncs, cel-lules que contenien I’al-lel srki-T463D-
HA, van ser tractades amb MG132 i en aquest cas els nivells de proteina es van
restablir (carril 3). Aquests resultats indiquen que la fosforilaci6 en la T463

promou la inestabilitat i degradaci6 de la proteina Srki.

wit srk1-T463D wt srk1-T463A
MG132 - - + - - +

I o D || | <+ Sric1/STk1-T463D/-T463A
D S S TS S s Cdc?
1 2 3 4 5 6

Figura 4. Degradaci6 de la proteina SrkiT463D via proteasoma. Els gens srki1-HA, srk1-T463D-HA i
srk1-T463A-HA van ser integrats sota el promotor endogen de la Srki i els nivells de proteina van ser detectats
mitjancant Western Blot amb anticos anti-HA (panell superior). Posteriorment, les cel-lules que contenen els al-lels
srk1-T463D i srk1-T463A van ser tractades amb MG132 (concentraci6 final de 50 uM; panell superior, carrils 3 i 6). Els

nivells de proteina Cdc2 van ser detectats mitjancant 'anticos anti-PSTAIR com a control de carrega (panell inferior).
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Per tal de confirmar que la fosforilaci6 de la Srki per la Sty1 promou la
inestabilitat de la primera, vam analitzar els nivells de proteina de la Srki en
resposta a estres, un cop fosforilada per la Sty1. Tenint en compte que els nivells
de proteina de la Srk1 son constants al llarg del cicle (Lopez-Avilés et al., 2005) i
que la Srki1 és fortament induida en resposta a estres de forma depenent de la
Sty1 (Smith et al., 2002, Chen et al., 2003), primerament, vam tractar les
cel-lules srki-HA amb Cicloheximida per tal d’inhibir la sintesi de novo de la
Srk1 induida en resposta a estres. A continuacio, les cel-lules van ser exposades
a 0,8 M KCl i els nivells de proteina van ser analitzats a diferents temps
mitjancant Western Blot. Tal i com es mostra a la figura 5, els nivells de la
proteina Srki disminueixen en resposta a estres. Aquests resultats recolzen la
nostra hipotesi, que la fosforilaci6 de la Srki per la Sty1 indueix la seva

inestabilitat i degradacio.

0.8 M KCI 0 5 15 30 40 min

W . |
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Temps amb 0.8 M KCI (min)
Figura 5. Estabilitat de la Srk1 in vivo. Cél-lules srki-HA van ser tractades amb cicloheximida (100
ug/ml) i exposades a estres osmotic (0,8 M KCI). Les mostres van ser processades per monitoritzar els nivells de

proteina amb l'anticos anti-HA (panell superior) i quantificades i normalitzades amb els nivells control de la Cdc2

(panell inferior), detectats amb ’anticos anti-PSTAIR.

3. La Srki1 fosforilada en T463 es dissocia de la MAPK Sty1

El grup de la Dra. Jannet Quinn va descriure que la Srk1 també s’uneix in
vivo tant a la forma activa com a la inactiva de la MAPK Sty1 (Smith et al.,
2002). Els resultats obtinguts fins el moment mostren que l'estabilitat de la
Srki probablement requereix de la seva unié amb la Sty1 (ja que en cel-lules

Asty1 no es detecten nivells de proteina de la Srki). Per altra banda, hem
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observat que la fosforilacié de la Srk1 en la T463 per part de la Sty1 promou la
seva inestabilitat (fet que observem en el mutant Srki1-T463D). Aquestes
observacions suggereixen que la fosforilaci6é de la Srk1 per la Sty1 indueix, a més
a més de l'activacio de la primera, la dissociacié6 d’ambdues proteines. Amb la
finalitat de determinar si la fosforilaci6 de la Srki per la Sty1 promou la seva
separaci6 d’ambdues proteines, vam examinar la uni6 entre la Sty1 i els
fosfomutants de la Srki. Aixi doncs, les proteines Srki, Srki-T463D i Srki-
T463A es van sobreexpressar i immunoprecipitar per examinar la seva unio
amb la Sty1 mitjancant Western Blot. Tal i com es mostra en la figura 6A, la
Srk1-T463D presenta menor afinitat que la Srki i la Srki1-T463A per la Sty1,

indicant que la fosforilaci6 de la Srk1 indueix la seva dissociacio de la Sty1.

P anti-HA | (S (D @ | <—Srk1/Srk1-T463D/-T463A

WB anti-HOG | S . e | <—Sty1

st‘\ g,(v‘\‘ g‘v‘

IP anti-HA m «+Srk1/Srk1-T463D/-T463A
WB anti-HOG ‘— -J <—Sty1

100
80
60
40
20

% unioé a la Sty1

Figura 6. Analisi de la uni6 de la Srki i la Sty1. (A) srki1, srk1-T463D i srki1-T463A sobreexpressats sota el
control del promotor nmt41 van ser immunopecipitats amb anticos anti-HA (carril superior) i la Sty1 unida va ser
detectada amb anti-HOG (panell inferior). (B) El mateix assaig que en A va ser dut a terme immunoprecipitant Srki,
Srk1-T463D i Srk1-T463A controlades pel promotor endogen. La uni6 de la Srk1 amb la Sty1 va ser normalitzada en
relaci6 a la Srk1 immunoprecipitada (grafic).
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Per tal de confirmar aquesta observacio, i evitar possibles artefactes de la
sobreexpressio, es va realitzar el mateix experiment immunoprecipitant la Srki,
Srk1-T463D i Srki-T463A de cel-lules on el gen endogen srki havia estat
reemplacat per srki-HA, srki-T463D-HA i srki-T463A-HA. La unié d’aquestes
proteines amb la Sty1 es va analitzar mitjancant Western Blot. Tal com
esperavem, la Srki-T463A expressada sota el control del promotor endogen, i
per tant, a nivells fisiologics, presenta una afinitat per la Sty1 similar a la de la
Srki, mentre que la Srki-T463D presenta una afinitat reduida per la MAPK
(figura 6B).

4. La unio entre la Srki i la Sty1 inhibeix ’activitat de la primera

El fet que la fosforilacié de la Srki en la T463 per la Sty1 l'activi, i que
posteriorment indueixi la seva dissociacié suggereix que, probablement, la unio
entre ambdues proteines inhibeix I'activitat de la Srki. Aixi doncs, vam decidir
examinar l'activitat de la Srki unida i no unida a la Sty1 inactiva (Sty1KA) i
posteriorment, vam realitzar un assaig quinasa in vitro. Tal i com haviem
previst, l'activitat de la Srki disminueix quan es troba unida a la Sty1KA, en

comparacié amb l’activitat que presenta quan es troba sola (figura 7).

GST-Sty1-KA | + -
GST-Srk1 |+ +
GST-Cdc25 | + +

Assaig quinasa EI “+=Cdc2556-145

[+ Srki1

"ﬁ«sm-m
" <,

s = | < (C 2556145

Coomassie blue

Figura 7. Activitat de la Srk1 unida a Sty1. Assaig quinasa in vitro. GST-Srk1 i GST-Srk1 pre-incubada
amb GST-Sty1-KA van ser analitzades utilitzant el fragment de Cdc25 (Cdc2556-145) com a substrat (panell superior). El

gel SDS-PAGE de l'assaig quinasa va ser tenyit amb Coomassie Blue (panell inferior).
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2 ESTUDI DE LA FUNCIO DE Srki EN RESPOSTA A ESTRES

5. La fosforilaci6 de la Srki en T463 és necessaria per a la

resposta a estres osmotic

A continuaci6 vam decidir analitzar la resposta a estres dels fosfomutants
de la Srki. Amb aquesta finalitat, cel-lules wt, Asrki, Asty1, srki-T463D i srki-
T463A van ser plaquejades en medi ric contenint 0,8M KCIl, per tal d’induir
estres osmotic. En la figura 8A s’observa com les cel-lules que contenen 1’al-lel
srk1-T463D son viables, mentre que aquelles amb 1’al-lel srk1-T463A son igual
de sensibles a estres que la soca Asrki. Com a control de sensibilitat a estres

osmotic hem utilitzat la soca Astysi.

Si a més a més analitzem D'activitat quinasa d’aquests fosfomutants (figura
8B), veiem que el mutant Srk1-T463D és el que presenta una major activitat en
termes d’autofosforilacio, mentre que el mutant Srki1-T463A presenta una
activitat similar a la de la Srki. Tot aix0 indica, que per a respondre a I'estres, no
és suficient amb que la Srki sigui cataliticament activa, sindé que cal que sigui
fosforilada per la MAPK Sty1.

YES +0.8 M KCI B

A
e

cdc259A [ K IS

srk1-T463D L P

R @ @ &

Assaig quinasa

Coomassie blue

Figura 8. Resposta a estres de Srki1-T463A i Srk1-T463D. (A) Dilucions seriades de cultius exponencials
de les soques wt, Asrki1, Asty1, cdc25-9A, srk1-T463D i srki1-T463A. Les cel-lules van ser plaquejades en medi ric (YES) i
medi ric amb 0,8 M KCI (YES+0,8M KCl). La formacio de colonies va ser analitzada després de dos dies de creixement a
30°C. (B) Assaig quinasa in vitro dels fosfomutants de la Srki purificats de bacteri. GST-Srk1, GST-Srk1-T463D i GST-
Srk1-T463A van ser assajats i la seva autofosforilacié mesurada (panell superior). El gel SDS-PAGE de I’assaig quinasa

va ser tenyit amb Coomassie Blue (panell inferior).
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6. L’activitat de la Srki1 és necessaria per a la inhibicié de G2/M

en resposta a estres

Com s’ha descrit en treballs anteriors, en el llevat de fissio, la Srki1 regula
negativament l'inici de la mitosi (Lopez-Avilés et al., 2005). Per tal de
determinar si l'activaci6 de la Srki en resposta a estres osmotic inhibeix la
transici6 G2/M, vam analitzar la progressio del cicle cel-lular en cel-lules Asrki
sota condicions d’estres. Cel-lules wt i Asrki van ser sincronitzades en fase S
amb HU (hidroxiurea) i posteriorment alliberades en presencia de KCl (0,6 M).
Dissortadament, vam observar que ambdues soques presentaven el mateix patro
de progressio en el cicle, una aturada temporal abans de mitosi. En aquest punt
ens vam plantejar que de la mateixa manera que la via de resposta a dany al
DNA, la via de resposta a estres osmotic actua controlant dues respostes: la
primera retardant la progressié del cicle cel-lular, i la segona permetent la
rapida resposta a I’estres. Aixi doncs, per tal de determinar I'efecte de la delecio
de srki en la cinética del cicle cel-lular per se, I'experiment es va repetir en un
fons genetic que no permetés la resposta a estres osmotic. Com ja s’ha comentat
durant la introducci6, l'exposici6 de cel-lules de llevat a augments en
l’osmolaritat del medi indueix la sintesi i activacié del factor de transcripcio
Atf1, el qual és responsable de la transcripcié de diversos gens necessaris per a
la resposta a estres i posterior adaptacio (Shiozaki and Russell, 1996; Wilkinson
et al., 1996). Aixi doncs, el gen atf1 va ser delecionat per tal d’evitar la resposta
immediata. Les cellules Aatft i el doble mutant AatfiAsrki van ser
sincronitzades en fase S amb HU i alliberades en abséencia o preséncia de 0,6M
KCl. En aquest cas, vam observar com, en condicions control, les dues soques
avancen en el cicle de forma sincronica assolint un pic de septacié d’'un 40% als
150 minuts posteriors al bloqueig. Les cel-lules Aatf1 presenten un retras en la
transicio G2/M, al igual que ja estava descrit per les cel-lules wt (figura 9A),
mentre que el doble mutant acaba entrant en cicle. Aquest resultat indica que la

Srk1 és necessaria per inhibir la transicié G2/M en preséncia d’estres osmotic.

A continuacié vam voler analitzar I'activitat in vivo de la Srk1 en resposta
a estres osmotic. Cel-lules srki-HA i srki-KA-HA van ser exposades a diferents

concentracions d’estres osmotic (0,6 i 0,8 M KCl) i posteriorment la Srk1 va ser

117



Resultats

immunoprecipitada. Com a substrat de l'assaig quinasa es va utilitzar el
fragment de la Cdc25 (Cdc2556-145). Com s’observa en la figura 9B, la Srki
s’activa en resposta a estrés osmotic de manera dosi-depenent i fosforila la
Cdc2s. Tal com indica el resultat obtingut amb el mutant inactiu de la Srki
(Srki1-KA), la fosforilacio de Cdc25 és especifica de la Srki i no d’'una altra

quinasa que poguéssim estar immunoprecipitant amb les nostres mostres.
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Figura 9. Regulaci6 de la transiciéo G2/M per l’activitat de la Srk1 en resposta a estres. (A) Cél-lules
Aatft i AatfiAsrki van ser sincronitzades amb HU (10 mM) durant 3 h a 25°C. A continuacio, els cultius van ser
alliberats en medi YES en presencia o abséncia de 0,6 M KCl. L'index de septacid, indicador del percentatge de cel-lules
que han finalitzat la mitosi, va ser mesurat a diferents temps corresponents als minuts després de I'alliberaci6 de la HU i
I’addicié de KCI. (B) La Srk1 activada en resposta a estres fosforila la Cdc25. Les cél-lules van ser exposades a diferents
dosis de KCl (0,6M i 0,8M) durant 15 minuts i a continuacio, la Srki1-HA (panell esquerre) i la Srk1-KA-HA (panell dret)
van ser immunoprecipitades amb l'anticos anti-HA (panells superiors). L’activitat quinasa va ser assajada utilitzant el

fragment de la Cdc25 (Cde2556-146) com a substrat (panells inferiors).
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Després d’observar que en resposta a estres, la Cdc25 es substrat de la
Srki, vam voler analitzar la sensibilitat a estrés osmotic del mutant cdc25-9A.
Aquest mutant conté nou residus consensus de fosforilacio per la Srk1 mutats a
alanina (Ala) i per tant, expressa una proteina (Cdc25-9A) incapac de ser
fosforilada per la Srki (Lépez-Avilés et al., 2005). Si observem la figura 8A,
veurem que les cel-lules cdc25-9A presenten sensibiltat parcial al medi que
conté 0,8M KCI en comparacié amb les cel-lules wt. Per contra, aquest mutant
no és tant sensible a estrés osmotic com les cel-lules Asrk1 o Astyi. Aixo indica
que probablement, la Srki tingui altres substrats diferents a la Cdc25 en
resposta a estrés osmotic, i per tant, seria molt interessant d’analitzar aquest

aspecte.

7. L’exportacié nuclear de la Cdc25 és depenent de la Srki1 en
condicions d’estreés

Com s’havia descrit anteriorment en el nostre grup (Lopez-Aviles et al.,
2005), la Cdc2s és substrat directe de la Srki. A més a més, s’havia observat
que depenent de l'activacié de la Srki s’induia la interacci6 entre la Cdc2s i
Rad24 i la localitzaci6 citoplasmatica de la Cdc25.

Amb aquesta antecedents vam decidir analitzar la localitzaci6 subcel-lular
de la Cdc2s5 durant la resposta a estres i si aquesta era depenent de la Srki.
Cel-lules wt i Asrk1 que contenen la Cdc25 endogena fusionada al GFP (Cdc25-
GFP) van ser sincronitzades en fase S amb HU (Materials i Metodes; apartat
3.1.2) i alliberades en medi ric amb 0,6M KCIl. L’obtenci6 d’'imatges in vivo es va
dur a terme mitjancant la microscopia confocal de time-lapse. Com s’observa en
la figura 10A, en cel-lules wild type, la Cdc25 és rapidament exportada del nucli
en resposta a estrés osmotic (10 minuts) i mantinguda al citoplasma durant tot
el time-course. En canvi, en el cas de la soca Cdc25-GFP Asrki, la Cde25 no és
exportada del nucli (figura 10B), fet que permet concloure que la Cdc25 és

exportada del nucli en resposta a estres osmotic de manera depenent de la Srkai.
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Figura 10. Localitzaci6é de la Cdc25 en resposta a estres. Cel-lules wild type (A) i Asrki (B) contenint la
Cdc25 endogena fusionada a GFP (Cdc25-GFP) van ser sincronitzades amb HU (10 mM) 3 h a 25°C i alliberades durant
60 minuts en medi ric. A continuacio, les dues soques van ser exposades a medi YES+0,6M KCl. La localitzaci6é de la
Cdc25-GFP es va monitoritzar mitjancant microscopia confocal de time-lapse en intervals de 10 minuts.

Simultaniament, es van adquirir les imatges de contrast d’interferencia diferencial (DIC). Barra d’escala, 10 pm.
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a ESTUDI DE LA REGULACIO NEGATIVA DE LA VIA DE LES
MAPKSs PER LA Srki1

8.La delecio del gen srki comporta una hiperactivacio de la
Sty1

Sabent que la Srki1 és substrat directe de la Sty1 i coneixent el seu paper en
resposta a estres osmotic, el seglient objectiu que ens vam plantejar va ser
estudiar la resposta a estrés de cellules Asrki. Amb aquesta finalitat, vam
monitoritzar la fosforilaci6 de la Sty1 durant un time-course d’estres osmotic
(1M KCl) mitjancant Western Blot amb l'anticos anti-P-p38 en cel-lules wt,
Asrki i srki-Ki153A. Com s’observa en la figura 11, el tractament amb estres
osmotic condueix a lactivaci6 de la Sty1r en les tres soques, pero
sorprenentment, en les cel-lules delecionades per srki la fosforilacio de la Sty1
es manté al llarg del temps. A més a més, aquest efecte és depenent de I’activitat
de la Srki, ja que en el mutant cataliticament inactiu (SrkiKA), també s’observa
una hiperactivaci6 de la via.

Aquest fet indicaria que, en abséncia de la Srk1 i més concretament quan

aquesta és inactiva, la Sty1 no pot ser inhibida correctament.

KCI1 M 0 15 30 60 90 120 150 min
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— — — — —" <+ Sty1
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Figura 11. Cinetica d’activacié de la Sty1 . Cel-lules wt, Asrkz1 i srki-KA van ser tractades amb KCl 1 M i es
van recollir mostres als temps indicats. A continuacio, els extractes cel-lulars es van analitzar mitjancant Western Blot
emprant anticossos anti-P-p38 (panells superiors) i anti-Hog1 (panells inferiors) per detectar la forma activa i els nivells

totals de la Sty1, respectivament.
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9. La sobreexpressio de la Srki disminueix la fosforilacié de la
Sty1

Per tal de determinar si la hiperactivaci6é de la via era depenent de la Srk1
vam realitzar I’experiment contrari. Vam sobreexpressar la Srk1 i la SrkiKA sota
el control del promotor nmt1 i vam estudiar I’activacio de la Sty1 en resposta a
estres d’aquestes cel-lules. En concordanca amb el resultat anterior, en aquest
cas vam observar que la sobreexpressio de la Srki disminueix I'activacio de la
Sty1 (figura 12A; panell del mig). Aquest no és un artefacte de la sobreexpressié
perque la resposta a estrés és normal en cel-lules on s’indueix 'expressio de la
quinasa inactiva SrkiKA (figura 12B; panell del mig). A més a més, sembla ser
un fet comu a diferents tipus d’estres, ja que en el cas d’estres oxidatiu també
s’observa una disminuci6 de l'activaci6 de la Sty1 en sobreexpressar la Srki.

Aquests resultats indiquen que la sobreexpressié de la Srk1 impedeix una

correcta activacid de la Sty1 en resposta a estres.

A H,0, 1mM KCI 1M
c -+ - +
- ‘ <— Srk1
Asrk1 h — le— P-p38
D

+B1 -B1 +B1 -B1 Srk1

’ - e

Asrk1 s am— = |4— P-D38

— ——— —| < S

+B1 -B1  +B1 -B1 Srki1-KA

Figura 12. Efecte de la sobreexpressié de la Srki sobre l'activacié de la Sty1. Cel-lules Asrki
transformades amb els plasmids pREP1-srk1-HA (A) i pREP1-srk1KA-HA (B) van ser crescudes en presencia o abséncia
(sobreexpressi6) de B1 durant 24 hores. A continuaci6 els cultius van ser dividits i tractats o no amb H202 1mM i KCl
1M durant 30 min i 15 min, respectivament. Els extractes cel-lulars es van analitzar mitjangant Western Blot emprant els
anticossos anti-HA (per detectar la Srki com a control de la sobreexpressio; panells superiors), anti-P-p38 (per
monitoritzar la forma activa de la Sty1; panells del mig) i anti-Hog1 (per a detectar es nivells de Sty1 total; panells

inferiors).
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10. La Srki1 no regula els nivells de les fosfatases Pyp1 i Pyp2

Els resultats anteriors indiquen que la Srki podria estar involucrada en el
mecanisme de retroalimentacié negativa de la via per tal d’evitar la toxicitat
produida per una hiperactivacié d’aquesta. Aixi doncs, se’ns planteja la segiient
qliestio: a través de quina/es proteina/es podria estar actuant? Una primera
aproximacio podria ser que la Srki estabilitzés les fosfatases encarregades
d’inactivar la Sty1, la Pyp1 i la Pyp2. Per tal de comprovar-ho vam estudiar els
nivells de les fosfatases en una soca Asrki en comparacié amb una wt. Com
s’observa en la figura 13, els nivells de Pyp1 (figurai13B; panell superior) i Pyp2
(figura13E; panell superior) no varien respecte el control (figura 13A i D; panells
superiors) en cel-lules Asrki, fet que indica que els nivells d’aquestes fosfatases
no estan regulats per la Srki.

Per altra banda, pero, aquest experiment ens va servir per demostrar que
en cel-lules Asrki1 la fosforilaci6 mantinguda de la Sty1 correspon realment a la
forma activa de la MAPK, ja que I’expressi6 del gen pyp2 és totalment depenent
de I'activacio de la Sty1 en resposta a estres (Chen et al., 2003; figura 13E, panell
superior).

Com a control negatiu de I'expressié d’aquestes fosfatases, es va realitzar el
mateix experiment en cel-lules Awisi, on la Sty1 no pot ser activada en resposta
a estres. Tal i com es mostra en la figura 13F (panell superior), observem que no
hi ha transcripci6 de Pyp2, fet que es veu reflectit en la manca de nivells de
proteina observats en el Western Blot. En el cas de la Pyp1, ja s’havia descrit que
aquesta fosfatasa presenta una expressio constitutiva independent de I’activacio

dela Styi. (figura 13C, panell superior).

KClI1M 0 5 15 30 60 min KCI1M 0 5 15 30 60 min

PYPT — | i i Pyp1 —» ﬁ

Sty1-P —» -

Sty1-P —p — ——

Sty1—> ——— e | Sty1l—»
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c D
KCl1M 0 5 15 30 60 min KCI 1M 0 5 15 30 60 min
PYD1 —b | S——— — - Pyp2 — | = ——-d
Sty1-P —p ) Sty1-P —p Al T
SR o B P —— Sty1—» ‘ﬂ..-|
AwisT wi
E

KCI1IM 0 5 15 30 60 min

Pyp2 —» ———d

Sty1 —»

Asrk1

KCI 1M 0 5 15 30 60 0 5 15 30 60 min

Pyp2 —» A

- i 54

Sty —b | - a— —

Awis1

Figura 13. Nivells de les Pyp’s en reposta a estrés. (A) (B) (D) (E) Cel-lules wt i Asrk1 amb els gens pyp1
i pyp2 endogens fusionats a 'epitop 12myc van ser sotmeses a estrés osmotic (1M KCl) i els nivells de fosfatases
monitoritzats mitjancant Western Blot amb I'anticos anti-myc (panells superiors). L’activaci6 de la Sty1 va ser detectada
amb anticos anti-P-p38 (panells del mig) i els nivells totals de MAPK amb anti-Hog1 (panells inferiors). (C) (F) El
mateix que en A, B, D i E per una soca Awis1.
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11. L’efecte de la sobreexpressio de la Srki1 en l’activacié de la
Sty1 no depeén de les fosfatases Pyp1i Pyp2

Donat que la Srki no regula els nivells de les fosfatases Pyp1 i Pyp2, una
altra possibilitat seria que en regulés la seva activitat. Aixi, si la Srk1 activés les
fosfatases, seria un mecanisme de retroalimentacié negativa que permetria
silenciar rapidament la via per tal d’evitar la toxicitat deguda a una
hiperactivaci6 de la Sty1. En el nostre cas, en sobreexpressar la Srki estariem
evidenciant un mecanisme que en condicions normals només es donaria després
d’'un tractament perllongat amb estres. Amb aquesta finalitzat vam decidir
estudiar I'efecte de la sobreexpressio de la Srki1 en soques delecionades per pyp1
o pyp2. Tal i com es mostra en la figura 14, la disminuci6 de la fosforilacio de la
Sty1 en sobreexpressar la Srki no depén de les Pyp’s, ja que la resposta en
ambdos mutants és igual a la del wt. Cal destacar 'observacié que en cel-lules
Apyp1 s’observa una activacidé basal de la Sty1i, fet que és logic, ja que en

condicions normals, els nivells basals de la Pyp1 serveixen per inactivar la Sty1.

1M KCI 1M KCI 1M KCI
Srk1 +B1 -B1 +B1 -B1 +B1 -B1 +B1 -B1 +B1 -B1 +B1 -B1
EXr R _ R
— B " - u. <«—Sty1-P
—— e ’-—.-— N ———— 38
wt Apyp1 Apyp2

Figura 14. Activitat de la Sty1 en sobreexpressar Srki en cel-lules Apyp1 i Apyp2. Cél-lules wt,
Apyp1 i Apypi transformades amb el plasmid pREP1-srki-HA van ser crescudes en presencia o abséncia
(sobreexpressio) de B1 durant 24 hores. A continuaci6 els cultius van ser dividits i tractats o no amb KCl 1M durant 15
min. Els extractes cel-lulars es van analitzar mitjancant Western Blot emprant els anticossos anti-HA (per detectar la
Srki com a control de la sobreexpressi6; panells superiors), anti-P-p38 (per monitoritzar la forma activa de la Styz;

panells del mig) i anti-Hog1 (per a detectar els nivells de la Sty1 total; panells inferiors).

125



Resultats

12. La doble delecid de les Pyp’s i la Srk1 comporta un augment
de sensibilitat a estrés osmotic

Els resultats obtinguts fins el moment indiquen que la Srki no regula
negativament la via de les MAPKs a través de les fosfatases Pyp1 i Pyp2. Aquest
fet es confirma en analitzar la sensibilitat a estres de les soques wt, Apypi,
ApypiAsrki, Apyp2, Apyp2Asrki i Asrki on veiem que els dobles mutants
presenten major sensibilitat a les concentracions d’estres assajades (0,6 i 08 M
KCl) que els mutants senzills de les Pyp’s (figura 15). Aquest resultat indica que

la regulaci6 negativa de la via per part de la Srk1 i les Pyp’s és additiva.

Apyp1 Asrk1
Apyp2
Apyp2 Asrk1

Asrk1

Figura 15. Sensibilitat a estrés de les delecions de les Pyp’s i la Srki. Dilucions seriades de cultius
exponencials de cel-lules wt, Apyp1, ApypiAsrki, Apyp2, Apyp2Asrkii Asrki van ser plaquejades en medi ric (YES) i
medi ric amb 0,6 M i 0,8 M KCI (YES+0,6M KCl i YES+0,8M KCl). La formaci6 de colonies va ser analitzada després de

2 dies de creixement a 30°C.

13. La Srki1 fosforila la Wis1 in vitro

Donats els resultats anteriors, una altra possibilitat és que la Srki1 estigui
regulant negativament la via a través de la MAPKK Wis1 mitjancant la seva
fosforilaci6 (fosforilaci6 inhibidora). Préviament, ja s’havia observat que la Wis1
pateix modificacions post-traduccionals diferents a les fosforilacions consens als
residus Ser469 i Thr473. Experiments realitzats pel Dr. Rodriguez-Gabriel

mostren que la Wis1 pateix una fosforilacié després del tractament amb estres
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osmotic que es manté en el temps, indicant que no pot ser una fosforilacio
activadora donat que persisteix quan la Sty1 ja és inactiva (comunicacio
personal). Aquesta informacié ens va fer pensar que potser la Srki era la
responsable d’aquesta fosforilaci6 inhibidora sobre la Wis1 i que seria a través
d’aquest mecanisme que la Srki1 contribuiria a silenciar la via.

Per tal de comprovar que la Wis1 és substrat directe de la Srki vam
realitzar un assaig quinasa in vitro amb la GST-Srk1 com a quinasa i la GST-
Wis1K349R (cataliticament inactiva) com a substrat. Com s’observa en la figura

16, la Srki fosforila la Wis1 in vitro.

GST-Srk1 + |- |+

GST-Wis1-KR | . + | +

-_— — Srk1
Autoradiografia

Coomassie Blue

Figura 16. La Srki fosforila la Wis1 in vitro. Assaig quinasa in vitro amb la proteina purificada de bacteri
GST-Wis1K349R com a substrat de la quinasa GST-Srk1 (panell superior). Tinci6 amb Coomassie Blue del gel (panell

inferior).
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14. La Srki1 no és la responsable de la fosforilacié mantinguda de
Wis1 en resposta a estres osmotic

Com ja s’ha comentat anteriorment, la Wis1 pateix un retardament en la
seva mobilitat electroforetica en resposta a estres osmotic que es manté al llarg
del temps molt després que la Sty1 ja sigui inactiva. Donat que haviem vist que
la Wis1 era substrat de la Srk1 in vitro, vam pensar que podria ser 'encarregada
de la fosforilacio mantinguda de la Wis1 després de la resposta a estres.

Per tal de confirmar-ho, vam decidir comparar la resposta a estres de la
Wis1 en cel-lules wt i Asrki. Vam tractar cel-lules Wis1-12myc i Wis1-12 myc
Asrki amb estres osmotic (1M KCl) i vam analitzar la Wis1 mitjangcant Western
Blot. Com s’observa en la figura 17, tant en la soca wt com en la Asrki, la Wis1
pateix un shift que es manté durant el temps (a temps on la Sty1 ja s’ha
inactivat) i que, aparentent, no és inhibit en cel-lules amb manca de Srki.
Aquest resultat indicaria que la Srki no és la responsable de la fosforilacié

mantinguda de la Wis1 en resposta a estres osmotic.

KCl1M 0 5 15 30 60 90 120 0 5 15 30 60 90 120 min
we— G mes «SIES86
P-p38 —» e — — ————
ST — | — e c—— ———————
wt Asrk1

Figura 17. Analisi de la Wis1 en repsosta a estrés. Cel-lules wt i Asrk1 amb el gen wisz endogen fusionat
a I'epitop 12myc van ser sotmeses a estres osmotic (1M KCl) i les mostres van ser recollides als diferents temps indicats.
Els extractes van ser analitzats mitjancant Western Blot amb anticossos anti-myc (per detectar la Wis1; panells
superiors), anti-P-p38 (per monitoritzar 'activacio de la Sty1; panells del mig) i anti-PSTAIR (com a control de carrega;

panells inferiors).
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15. Efecte de la resposta a estrés de la Wis1 no fosforilable per
la Srk1

Malgrat que el retardament electroforetic de la Wis1 no sembla dependre
de la Srk1 vam voler estudiar si la Srk1 era capac de fosforilar la Wis1 in vivo.

Amb aquesta finalitat, vam analitzar la seqiiencia de la MAPKK per
identificar els residus consensus de fosforilaci6 per la Srki. Tal i com es mostra
en la figura 18, la Wis1 presenta 4 residus consensus per la Srk1 (R-X-X-S/T): la
Ser17 (continguda dins la seqiiencia NES; Resultats figura 20A), la Ser96, la

Ser159 i la Ser226 (continguda dins el domini d’uni6é a la MAPK Sty1; Resultats

figura 20A) .

MSSPNNQPLS CSLRQLSISP  TAPPGDVGTP GSLLSLSSSS SSNTDSSGSS LGSLSLNSNS
SGSDNDSKVS ~ SPSREIPSDP  PLPRAVPTVR  LGRSTSSRSR NSLNLDMKDP SEKPRRSLPT
AAGQNNIGSP  PTPPGPFPGG LSTDIQEKLK  AFHASRSKSM PEVVNKISSP  TTPIVGMGQR
GSYPLPNSQL ~ AGRLSNSPVK SPNMPESGLA  KSLAAARNPL LNRPTSFNRQ TRIRRAPPGK
LDLSNSNPTS ~ PVSPSSMASR RGLNIPPTLK ~ QAVSETPFST FSDILDAKSG ~ TLNFKNKAVL
NSEGVNFSSG SSFRINMSEl  IKLEELGKGN  YGVVYKALHQ PTGVTMALKE IRLSLEEATF
NQIIMELDIL HKAVSPYIVD ~ FYGAFFVEGS VFICMEYMDA GSMDKLYAGG IKDEGVLART
YAWQGLKT ~ LKEEHNIHR  DVKPTNVLVN SNGQVKLCDF GVSGNLVASI ~ SKTNIGCQSY
MAPERIRVGG ~ PTNGVLTYTV QADVWSLGLT ILEMALGAYP YPPESYTSIF  AQLSAICDGD
PPSLPDSFSP ~ EARDFVNKCL NKNPSLRPDY HELANHPWLL KYQNADVDMA SWAKGALKEK
GEKRS

Figura 18. Residus consensus per la Srki en Wisi. Seqiiencia proteica de la Wis1 amb els residus consensus de

fosforilaci6 per la Srk1 marcats en vermell.

A continuacio, vam decidir mutar els 4 possibles residus fosforilables per
Srki dins la seqiiencia de la Wis1. Aixi doncs, mitjancant mutacions puntuals els
vam mutar a un residu no fosforilable, I'alanina (Wis1-4A). En aquest cas
esperariem que la fosforilaci6 observada in vitro per part de la Srki
desaparegués. Aixi, un cop obtingut el mutant, es van expressar les proteines de
fusio a GST en bacteri, GST-Wis1 i GST-Wis1-4A-KR (forma inactiva) i es van
utilitzar en un assaig quinasa in vitro com a substrat de la GST-Srki. Com

s’observa en la figura 19, la Srk1 encara és capag de fosforilar la Wis1-4A-KR.
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Srk1 + |- |+ |- |+ |+
GST-Wis1-KR I T T
GST-Wis1-4A-KR | o | = | = | + | + | -
GST S T R s

«— Wis1

-_— —
- -
- .

Figura 19. Fosforilacié de la Wis1-4A-KR in vitro. Assaig quinasa in vitro amb GST-Wis1 i GST-Wis1-
4A-KR purificades de bacteri com a substrat de GST-Srki1. El gel SDS-PAGE de l'assaig quinasa va ser tenyit amb

Coomassie Blue (panell inferior).

Aquest resultat ens va fer pensar que possiblement la Srki estigués
fosforilant un residu no consensus dins la seqiiencia de la Wis1. Per tal
d’elucidar aquesta incognita, vam enviar les proteines GST-Wis1KR i GST-Wis1-
4A-KR fosforilades per la GST-Srk1 i la GST-Wis1KR sense fosforilar (com a
control) al Servei de Proteomica del CNIC. Mitjancant la seqiienciacio de
fosfopeptids duta a terme al servei de proteomica, es va detectar un nou residu
no consensus en la seqiiencia de Wis1 fosforilat per la Srki (figura 20B). Es
tracta de la Thr225, curiosament adjacent a la S226 situades ambdues dins del

domini d’uni6 a la Sty1 (figura 20A).
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Figura 20. La Srki fosforila la Wis1 en la Thr225. (A) Diagrama esquematic de la seqiiéncia proteica de
la Wis1 amb els 4 residus consensus per la Srki i la T225. La regié negra correspon a la seqiiliencia NES i la regi6
ratllada correspon al domini d’'unié a la MAPK Sty1. (B) Resultats de LC-MS de la seqiienciaci6 de fosfopéeptids.
S’observa com en el primer grafic (GST-Wis1-KR) no hi ha fosforilacié de la Wis1 ja que no ha estat incubada amb la
Srki. En el segon grafic (GST-Wis1-KR + GST-Srk1), es detecta fosforilacié en la T225 al igual que en el tercer grafic
(GST-Wis1-4A-KR + GST-Srki).

Un cop obtinguts aquests resultats, vam decidir mutar la T225 a Ala i
sotmetre aquest mutant a un nou assaig quinasa in vitro utilitzant la Srk1 com a
quinasa. Com s’observa en la figura 21, en aquest cas, la fosforilacié de la Wis1
queda practicament abolida en el mutant. Aixi doncs, podem dir que la Srki

també fosforila la Wis1 en la T225, tot i no ser un residu consensus.
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Srk1 + - == + + + - -
GST-Wis1-KR - + + - - - - -
GST-Wis1-4A-KR - - - + - - + -
GST-Wis1-5A-KR = - - - + - - +
GST - - - - - + - -
— — <«— Wis1
E ] - : <«— Srki
Autoradiografia
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Figura 21. Fosforilacié de la Wis-5A per la Srk1 in vitro. Assaig quinasa in vitro amb GST-Wis1, GST-
Wis1-4A-KR i GST-Wis1-5A-KR purificades de bacteri com a substrat de GST-Srki. El gel SDS-PAGE de I'assaig quinasa

va ser tenyit amb Coomassie Blue (panell inferior).

16. La sobreexpressio de la Srk1 inhibeix la unié de la Wis1 amb
la Sty1

Tornant a analitzar la seqiiencia proteica de la proteina Wisi, vam
observar que els residus T225 i S226, es troben dins el domini d’'uni6 a la MAPK
Sty1 (200-300 aa). Aixi doncs, ens vam plantejar si la funci6 de la Srki era
inhibir la uni6 entre la Wis1 i la Sty1 i aixi evitar l'activacié de la via. Una
primera aproximacié per confirmar-ho va ser sobreexpressar la Srki sota el
control d’'un promotor nmt1 en cel-lules Wis1-12myc Asrki i vam estudiar la

unié entre la Wis1 i la Sty1 mitjancant la immunoprecipitaci6 de les mostres i el
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posterior Western Blot. Com s’observa en la figura 22, quan sobreexpressem la
Srki, la uni6 entre la Wis1 i la Sty1 desapareix, fet que suggereix que
possiblement, la Srk1 pugui fosforilar la Ser225 in vivo per tal d’inhibir la uni6

entre les dues quinases i aixi silenciar la via.

Srk1 +B1 -B1

— — | — Wis1
Extracte total e (| Sty1

,- <— Srki1
=1

WB: anti-Hog1 E 1 <+— Sty1

Figura 22. La sobreexpressi6 de la Srki1 inhibeix la unié entre Wis1 i Sty1. Ceél-lules wt amb el gen

wist endogen fusionat a l'epitop 12myc transformades amb el plasmid pREP1-srki-HA van ser crescudes en
abséncia/presencia de B1 durant 24 h. A continuacié es va immunoprecipitar la Wis1 amb 'anticos anti-myc i la seva
uni6 a Sty1 es va detectar mitjancant Western Blot amb l'anticos anti-Hog1. Com a controls, es va detectar la Wis1, la

Sty1ila Srki dels extractes totals amb anti-myc, anti-Hog1 i anti-HA, respectivament.

17. La fosforilaci6o de la Wis1 per la Srki disminueix la seva
activitat

Un cop observat que aquests residus semblen afectar I'afinitat entre la
Wist1 i la Sty1, vam voler estudiar amb assajos de fosforilaci6 in vitro, per una
banda, I'efecte de la fosforilacié de la Wis1 per part de la Srk1 en la seva funcio, i
per l'altra, I'activitat quinasa dels mutants de fosforilacio de la Wis1 (Wis1-ED i
Wis1-5A).

En el primer cas, vam purificar les proteines recombinants GST-Wis1 i
GST-Wis1-5A i les vam incubar previament amb la GST-Srki1. A continuaci6é vam
afegir GST-Sty1-KA (forma cataliticament inactiva) com a substrat de la MAPKK
Wis1. Com s’observa a la figura 23A, la Wis1 fosforila en menor grau la Sty1 que
la Wis1-5A. Aixo s’explicaria tenint en compte que la Wisi-5A no pot ser
fosforilada per la Srki, i que per tant, en aquest cas, I'afinitat per la Sty1 del

mutant de la Wis1 hauria de ser major que el de la proteina Wis1 wild type.

133



Resultats

En segon lloc, vam voler assajar I'activitat dels fosfomutants de la Wis1.
Aixi doncs, les proteines GST-Wis1, GST-Wis1-5A i GST-Wis1-ED van ser
sotmeses a un assaig quinasa in vitro utilitzant com a substrat la GST-Sty1-KA.
Com s’aprecia a la figura 23B, totes tres quinases s’autofosforilen i fosforilen la
Sty1-KA, tot i que el mutant Wis1-ED ho fa en menor grau. Aixo concordaria
amb que aquest mutant (que mimetitzaria la fosforilaci6 per Srki) presenta

menor afinitat per la Sty11i per tant ’activa en menor grau.

A
GST-Srk1 + + + . .
GST-Wis1 . + - + -
GST-Wis1-5A . . + - +
GST-Sty1-KA - + + - -
t Srk1
-
<«— Sty1-KA
5] Srk1
EE Wist
<— Sty1-KA
B
GST-Wis1 + ..
GST-Wis1-5A - + -
GST-Wis1-ED - - o+

GST-Sty1-KA + + +

Autoradiografia

Coomassie Blue

Figura 23. Activitat de Wis1 i Wis1-5A en preséncia de Ski. (A) Assaig quinasa in vitro amb GST-Wis1,
GST-Wis1-5A purificades de bacteri. Les proteines recombinants es van incubar previament amb la GST-Srki i a
continuacio es va assajar la seva activitat utilitzant com a substrat GST-Sty1-KA. El gel SDS-PAGE de I'assaig quinasa va
ser tenyit amb Coomassie Blue (panell inferior). (B) Assaig quinasa in vitro amb GST-Wis1, GST-Wis1-5A purificades de

bacteri i com a substrat la GST-Sty1-KA. El gel SDS-PAGE de l'assaig quinasa va ser tenyit amb Coomassie Blue (panell
inferior).
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18. La Srk1 no regula la localitzacio de la Wis1

En veure que l'afinitat entre la Wis1 i la Sty1 es veu afectada per la Srki,
vam voler estudiar si succeia el mateix amb la seva localitzacié. En primer lloc,
per tal d’estudiar si la localitzacié de la Wis1 depen de la Srki, cel-lules wild type
i Asrk1 amb la Wis1 endogena fusionada a 1’epitop myc van ser tractades amb
estres osmotic i les mostres processades per a la posterior immunocitoquimica
indirecta. Com s’observa en la figura 24A, sota les nostres condicions, la
localitzaci6 de la Wis1 no varia al llarg de l'exposici6 a estres, sent
predominantment citoplasmatica. Inicialment, estudis de localitzacié de la Wis1
on s’utilitzava aquesta mateixa soca (Wis1:12myc), establien que la MAPKK era
predominantment citoplasmatica, ja que no s’observava una translocacié al
nucli en resposta a estres (Gaits et al., 1998). Estudis posteriors, pero, duts a
terme pel grup del Dr. Shiozaki, mostren una translocaci6 transitoria de la Wis1
al nucli en resposta a estres, en aquest cas utilitzant la soca Wis:GFP (Nguyen et
al., 2002). Nosaltres no descartem aquesta possible translocacié de la Wis1 al
nucli, pero sota les nostres condicions, no hem aconseguit veure-ho. Per altra
banda, si observem la localitzaci6 de la Wis1 en la soca Asrki (figura 24B),
veiem que tampoc varia (citoplasmatica), fet que indicaria que la Srk1 no regula

la localitzaci6 de la Wis1 en resposta a estres.
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Figura 24. Localitzacié de Wis1:12myc en cel-lules wt i Asrki1. (A) Un cultiu exponencial de cel-lules
wis:12myc va ser tractat amb 1 M KCl. Es van recollir mostres als temps indicats i les cel-lules van ser fixades amb
metanol. Es van realitzar les immunocitoquimiques amb I’anticos anti-myc (9E10) per determinar la localitzacié de la
Wis1 (panell superior) i es van tenyir els nuclis amb DAPI (panell central). La sobreposicié de les dues tincions es veu en

el panell inferior. (B) El mateix procediment que en (A) perd amb ceél-lules wis:12myc Asrki.

19. La Sty1 no surt del nucli en cel-lules Asrki

A continuaci6, després de veure que la Srki no regula la localitzacié de la
Wis1, vam voler estudiar I’efecte de la seva abséncia en la localitzaci6 de la Sty1.
Amb aquesta finalitat, cel-lules wild type i Asrki amb la Styi1 endogena
fusionada a l'epitop HA van ser tractades amb estres osmotic i les mostres
processades per a la posterior immunocitoquimica indirecta. Com s’observa a la
figura 25A, tal i com s’havia descrit previament (Gaits et al., 1998), la Sty1
transloca rapidament al nucli en resposta a estres (als 5 minuts) i posteriorment
és exportada cap al citoplasma (als 30 minuts).

En canvi, en cel-lules Asrki, observem que la Sty1 entra al nucli pero no

pot ser exportada al citoplasma posteriorment (figura 25B).
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Figura 25. Localitzacié de Sty1:HA en cel-lules wt i Asrki. (A) Un cultiu exponencial de cel-lules

Sty1HA 1M Asrk1

anti-HA

DAPI

Suma

sty1:HA va ser tractat amb 1 M KCl. Es van recollir mostres als temps indicats i les cel-lules van ser fixades amb
metanol. Es van realitzar les immunocitoquimiques amb I'anticos anti-HA (12CA5) per determinar la localitzaci6 de la
Wis1 (panell superior) i es van tenyir els nuclis amb DAPI (panell central). La sobreposici6 de les dues tincions es veu en

el panell inferior. (B) El mateix procediment que en (A) pero amb cel-lules sty1: HA Asrki.
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Les cel-lules eucariotes, i sobretot els organismes unicel-lulars com els
llevats, es troben constantment exposades a situacions d’estres tals com canvis
en la temperatura, pH, irradiacions, subministrament de nutrients, estres
osmotic i accés a l'oxigen. Per aquest motiu els organismes eucariotes han
desenvolupat mecanismes de resposta programats que els protegeixen contra
aquests canvis i que els permeten adaptar-se a les noves condicions (Egel,

2004).

Tal i com s’ha comentat durant aquesta tesi, la resposta cel-lular a aquests
insults ambientals es caracteritza per una resposta immediata corresponent a
l’activaci6 de la via de les MAPKSs, i una resposta secundaria a aquest efecte pero
de vital importancia: els canvis en I'expressio genica i en la fisiologia cel-lular
(Egel, 2004). Aixi doncs, 'activacié de la MAPK Sty1 és un pas clau per a la
generacio de respostes adaptatives que permeten la supervivencia cel-lular a
lestres. Per altra banda, la modulacié de la progressio del cicle cel-lular és
essencial per a l'adaptacié a l'estres imposat. En aquesta tesi mostrem els
efectes maultiples de la fosforilaci6 de la Srki per la MAPK Sty1 durant la
resposta a estres, i presentem la quinasa Srk1 com el component que coordina la

resposta a I'estres i el control del cicle cel-lular.

4 ESTUDI DE LA REGULACIO DE LA Srki PER LA MAPK Sty1

La Srki va ser inicialment identificada com una proteina quinasa
I'expressié de la qual es veia fortament induida en resposta a estrés de manera
depenent de la MAPK Sty1 (Smith et al., 2002). Tanmateix, fins el moment,
I"inica quinasa descrita capac de fosforilar la Srki en resposta a estres és la
MAPK Sty1. En aquest treball, mitjancant assajos de fosforilaci6 in vitro hem
pogut demostrar que aquesta és una fosforilacié activadora que té lloc en el

residu treonina 463 (Thr463) (Lopez-Avilés, S*, Lambea E* et al., 2008).

Per altra banda, estudis duts a terme per analitzar si I'activitat de la Srki
era depenent de la MAPK Sty1, van comportar resultats addicionals inesperats.
Si bé esperavem que en delecionar styr l'activitat observada per la Srki fos
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nul-la en resposta a estres, el que vam obtenir va ser una disminucié drastica
dels nivells de proteina. En conseqiiéncia, lactivitat associada a aquests
extractes era també inapreciable. Recolzant aquesta observacio, I'estudi dels
nivells de la Srk1 en una soca Asty1 van fer palesa la inestabilitat de la Srki1 en
abseéncia de la MAPK Sty1. Aixi doncs, aquest fet indicava un mecanisme més
de regulaci6 de la Srki per la Sty1. De manera interessant, s’han realitzat
observacions similars en cel-lules de mamifer per a la MK2 ('homoleg huma de
la Srk1) i la MAPK p38. En condicions normals, ambdues proteines s'uneixen
formant un complex estable i inactiu. D’aquesta manera s’estabilitzen, fet que es
desprén de l'observaci6o que els ratolins knock out per una de les quinases
presenten uns nivells molt baixos de I'altra (Kotlyarov et al., 2002; Sudo et al,
2005). A S. pombe no s’havia descrit un comportament similar per a la Sty1
amb cap dels seus substrats. En canvi, recentment si que s’ha descrit que la
fosforilacié del factor de transcripcid6 Atfit per la Sty1 contribueix a la seva
estabilitat. En condicions normals un nivell basal de fosforilaci6 és suficient per
mantenir uns nivells minims del factor de transcripcié (Lawrence et al., 2007).
D’altra banda, tal i com s’ha fet referéncia a I'apartat d’introduccié d’aquesta
tesi, ’'Atf1 s’estabilitza a través de la seva uni6 amb la Pcri, que es alhora
subjecte de la regulaci6 transcripcional per Atfi. Aixi, la Sty1 estabilitza ’'Atf1
per fosforilacid, pero aquest factor de transcripciéo també és estable per la seva
unio6 a la Pcri. En conseqiiéncia, en cel-lules Apcri els nivells d’Atf1 son molt
baixos. En el cas de la Srk1 nosaltres hem pogut determinar que l'estabilitat de
la proteina és depenent de la presencia de la Sty1 en la cel-lula. A més, aquest és
un efecte independent de la seva activitat, doncs la proteina segueix essent
estable en una soca on s’ha delecionat el gen wisz i on la MAPK no pot ser

activada en resposta a estres.

Hom podria pensar que I'efecte de la Sty1 sobre l'estabilitat de la Srk1 fos
degut a la regulacié de la transcripcio del gen srki, pero hem observat que els
nivells de Srki desapareixen en paral-lel a la degradaci6 de la Sty1 i que es
recuperen en afegir l'inhibidor del proteasoma MG132. Per altra banda, la
utilitzacié del mutant Srk1-T463D ens ha permes observar que la fosforilacié de

la Srki per la Sty1 no només I’activa, sin6 que també indueix la seva inestabilitat
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i degradacio pel proteasoma. Recolzant aquesta observacid, ’estudi dels nivells
de proteina de la Srki1 en resposta a estres un cop fosforilada per la Sty1, mostra
que, efectivament, la Srki es degrada un cop és activada en resposta a estres.
Tots aquests resultats indiquen que l’estabilitat de la Srki1 requereix de la uni6
amb la Sty1, i que un cop fosforilada per la MAPK, la Srk1 esdevé inestable. Aixi,
la fosforilaci6 de la Srki per la Sty1 induiria, a més de la seva activacio, la
dissociacio del complex Srki-Sty1 i la desestabilitzacié de la primera. Recolzant
aquesta hipotesi, el mutant Srki1-T463D mostra una menor afinitat per la Sty1
en comparacié amb el mutant no fosforilable Srki1-T463A, que presenta una

ratio d’'unié molt similar a la de la Srk1 normal.

3 ESTUDI DE LA FUNCIO DE LA Srki EN RESPOSTA A ESTRES

La Sty1 fosforila i activa la Srki1 en la T463. Malgrat aixo, sembla que la
fosforilacid en aquest residu activi la Srk1 perque s’afavoreixi la dissociaci6 de la
MAPK. Aixi, la separaci6 de la Sty1 seria suficient per a l'activacié de la Srki.
Aquesta conclusi6 es recolza amb 'observacié de I'activitat dels fosfomutants de
la Srki. Per una banda, observem que el mutant Srk1-T463A és cataliticament
actiu en un assaig quinasa in vitro, a nivells molt similars als de la Srk1. A més a
més, l'activitat in vitro de la Srki pot ser inhibida si permetem la seva uni6
previa amb la StyiKA. Per altra banda, l'analisi in vivo de l'efecte de la
fosforilaci6 de la T463 mostra que la mutaci6 d’aquest residu a Ala (Srki-
T463A) provoca un augment de sensibilitat a estres osmotic en placa d’aquesta
soca, molt similar al de la delecio del gen srki1 (Asrki1). Aixo indica que I'activitat
catalitica de la Srki-T463A no és suficient per a la funci6 de la Srki en la
resposta a estres, recolzant la importancia de la fosforilacio de la T463 per la
Sty1 per a I'execucié del paper de la Srki en resposta a estrés. De manera
conjunta, aquestes observacions apunten a un mecanisme addicional de la

regulaci6 de la Srki per la Sty1.

Un cop observada la regulacié de la Srki per la MAPK Sty1, vam voler

analitzar el paper de la Srk1 en resposta a estres. Fins el moment, a la Srki1 se li
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havia atribuit un paper no essencial en el control del cicle cel-lular (Lopez-Avilés
et al., 2005). En aquest article, tal i com s’indica a la introduccio, es descriu
com la Srki fosforila la Cdc25 per tal d’'inhibir-la promovent la seva uni6 a una
proteina 14-3-3, Rad24, i la seva estabilitzacio al citoplasma. En el cas de la
resposta a estres, estudis previs indiquen que la Srki s’indueix i es fosforila en
resposta a estres de forma depenent de la MAPK (Smith et al.,, 2002).
Evidéncies experimentals del nostre grup mostren que la Srki és rapidament
activada en resposta a estres i que la seva activitat augmenta de forma dosi-
depenent, de manera que la MAPK Sty1 garanteix que la resposta a estres sigui
proporcional al tipus i gravetat d’insult aplicat. Tot i aix0, I'activitat de la Srk1
durant el cicle és molt més baixa que l'observada en resposta a estres. Una
possible interpretacio d’aquest fet seria que durant el cicle cel-lular uns nivells
baixos d’activitat de la Srk1 fossin suficients per a mantenir la fosfatasa en el seu
estat inactiu durant la fase G2. Per altra banda, en resposta a estres, I’activacio
de la Srk1 haura de ser superior per a garantir una resposta correcta, fet que se'n
desprén de les observacions que la funci6 de la Srki és necessaria per a

mantenir la integritat cel-lular.

Per altra banda, en el llevat de fissio, s’ha descrit que I’estres indueix una
aturada temporal de la transici6 G2/M que no és depenent del checkpoint de
dany al DNA o del checkpoint del fus mitotic (Kawasaki et al., 2006). Els
resultats presentats en aquesta tesi indiquen que l'aturada temporal en la
transici6 G2/M en resposta a estres és depenent de la Srki. Una altra evidencia
que recolza aquest fet ve donada per l'observacio que les cel-lules Asrk: son
sensibles a estres osmotic de manera similar a les cel-lules que presenten 1’al-lel
cdc25-9A, el qual no pot ser fosforilat per la Srki. Aquests resultats posen de
manifest el paper de la Srki1 regulant el cicle sota condicions d’estres a través de
la fosfatasa Cdc2s. Cal destacar, pero, que la sensibilitat de la soca Asrki a
estres osmotic és superior a la de la cdc25-9A, suggerint un paper addicional de
la Srk1 en resposta a estres. Seria interessant, doncs, realitzar la cerca de nous
substrats de la Srki per tal de comprendre en la seva totalitat els efectes i

funcions d’aquesta proteina.
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Per tal d’examinar l'efecte de la Srki en la cinetica del cicle cel-lular
despres d’'un tractament amb estrés osmotic vam utilitzar el mutant Aatfi,
defectiu en la resposta adaptativa a l'estres. El motiu d’aquest abordatge
experimental va ser el segiient: les vies de resposta a estres osmotic controlen
dues respostes: 'aturada temporal del cicle cel-lular i la resposta i adaptaci6 a
I'estrés. Aquesta idea és consistent amb estudis similars duts a terme a S.
cerevisiae, on mutants d’osmoregulacié basada en la sintesi del glicerol van ser
utilitzats per analitzar el paper de Swe1 i Hog1 en la regulaci6 del cicle cel-lular
després d’estres hiperosmotic (Alexander et al., 2001). En conjunt, els nostres
resultats indiquen que la Srk1 no forma part de la rapida resposta adaptativa a
I’estres, sind que és necessaria per coordinar la progressio del cicle cel-lular sota

aquestes condicions.

Observacions dutes a terme pel grup de la Dra. Jannet Quinn van descriure
que la Srki1 transloca al nucli en resposta a estres de forma depenent de la Sty1
(Smith et al., 2002). En el nostre treball mostrem com la localitzaci6 del
substrat de la Srki, la Cdc2s, depén de la quinasa en resposta a estres. Aixi,
I’estudi de la localitzaci6 subcel-lular de la fosfatasa de Cdc25 en resposta a
estres revela un comportament diferent en el cas d'una soca wt i una soca Asrki.
En el cas de la soca wt observem que als 10 minuts de la imposici6 de l'estres, la
Cdc25 que es trobava dins el nucli transloca al citoplasma, de forma concordant
amb D’activaci6 de la Sty1ila Srki. En canvi, en la soca Asrki, la Cdc2s es manté
dins del nucli durant tot 'experiment, fet que indica que 'exclusi6 de la Cdc2s
del nucli depen de la Srki. Aquestes observacions concorden amb resultats
previs del nostre grup que descriuen que 'associacié entre la Cdc25 i la Rad24
és fortament induida en resposta a estrés de manera depenent de la Srki
(Lopez-Avilés et al., 2005). Aixi, en resposta a estres, la Srki activada per la
MAPK Sty1 controla la transicio G2/M a través de la fosforilacio de la Cdc2s
promovent la seva uni6 a Rad24 i la seva translocaci6 al citoplasma. Aquesta
fosforilacié de la Cdc25 per la Srki és inhibidora, ja que té lloc en residus que
han estat previament descrits com a diana d’altres quinases que inactiven la
Cdc25. Cal no oblidar que tot i inhibir-la, la fosforilacié de la Cdc25 estabilitza la

proteina a través de l'associaci6 a una proteina 14-3-3. Una manera
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d’interpretar aquest comportament seria que en resposta a estres la cel-lula
procura aturar el cicle cel-lular per tal de poder respondre a I'insult i adaptar-se
a ell. Aquest comportament ha estat observat també per altres grups, que han
descrit la seva importancia per a la viabilitat cel-lular (Kawasaki et al., 2006).
Atenent a les particularitats del cicle cel-lular en S. pombe, on les cel-lules es
troben de forma general en fase G2, té sentit que aquest bloqueig en resposta a
estres es doni a través de la inactivacié del regulador positiu d’aquesta fase, la
Cdc25 (figura 1). Un cop superat 'estres, la cel-lula procedira a dividir-se i per
poder fer-ho de la forma més rapida possible utilitzara els reguladors del cicle
que ja havia sintetitzat previament. En el cas que aquests haguessin estat
degradats, la reentrada en cicle cel-lular seria molt més lenta ja que caldria
tornar a sintetitzar-los. Aixo suposaria per una banda una despesa energetica

elevada que a més a més seria perjudicial en condicions d’estres.

Els resultats presentats en els dos primers blocs d’objectius d’aquesta tesi
ens han permes dissenyar el segiient model (figura 1): en condicions normals, la
Srki1 i la Sty1 es trobarien formant un complex inactiu al citoplasma. En resposta
a estreés osmotic, s’activa la via de les MAPKSs, on en altim terme la Wis1 fosforila
la Sty1 en la T171 i1 Y173, activant-la. A continuacio, la Sty1 fosforila la Srk1 en la
T463 per tal d’activar-la i ambdues proteines transloquen al nucli on es
dissocien. Dins el nucli, la Sty1 regula la transcripcié depenent d’estres (CESR)
en gran part mediada per 'activacié dels factors de transcripcié de tipus b-ZIP,
en el cas d’estres osmotic majoritariament activant I’Atf1 (Takeda et al., 1995;
Shiozaki and Russell, 1996; Wilkinson et al., 1996; Yamada et al., 1999; Nguyen
et al., 2000). Per altra banda, la Srk1 fosforila la Cdc25 promovent la seva unio
a la Rad24 i la seva exclusio6 del nucli, de manera que I’allunya del seu substrat,
la Cdc2, inhibint aixi el cicle cel-lular. A continuacio, la Srki1 fosforilada per la
Sty1, que és inestable, es degrada via proteasoma. D’aquesta manera es posa de
manifest la importancia d’aquests dos mecanismes per a I’adaptacio a I'estres
imposat: per una banda l'activaci6 de la transcripcié genica i per laltra la

modulaci6 transitoria de la progressio del cicle cel-lular.

146

@

%



Discussio

/ transcripci6 CESR

FLG

.
=l
\ =
R .
«— > ‘ Nucli
G
\ Aturada cicle cel lular

\(\

Citoplasma

Figura 1. Model d’activaci6 i regulacio de la Srk1 en resposta a estres.

5 ESTUDI DE LA REGULACIO NEGATIVA DE LA VIA DE LES
MAPKSs PER LA Srki

Estudis previs ja havien descrit que la Srki és regulada per la Sty1 per dos
mecanismes diferents, el transcripcional i el post-transcripcional (Smith et al.,
2002). Com mostrem en el nostre treball, en resposta a estres, la Sty1 regula
lactivitat de la Srki sobre el control del cicle cel-lular mitjancant la fosforilacié
en la T463. A més a més, I'expressio del gen srki és fortament induida en
resposta a estres de manera depenent de la Sty1 (Smith et al., 2002). Aixi doncs,
un cop establert que la Srki és substrat directe de la MAPK i coneixent el seu
paper en resposta a estres osmotic, el darrer objectiu d’aquesta tesi s’ha basat en
intentar donar resposta a la qiiesti6 que quedava oberta: quin és el significat
fisiologic de que la MAPK Sty1 per una banda indueixi la inestabilitat i
degradaci6 de la Srki a més de la seva activacid, i que per l'altra, de manera
concomitant, promogui la seva transcripci6? Una explicaci6 senzilla del per que

la Sty1 indueix la degradaci6 de la Srki seria la d’assegurar que l'activitat de la
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quinasa sobre el control del cicle cel-lular tingui lloc dins d'una finestra
temporal estreta, ja que sind, la cel-lula romandria aturada indefinidament i no
es podria avancar en cicle un cop s’hagués donat I’adaptacié a l'estres. Aixi
doncs, podria ser que aquest augment de transcripcié de la Srki en resposta a
estres tingués la finalitat de restablir els nivells de proteina, els quals s6n

constants al llarg del cicle cel-lular (Lopez-Avilés et al, 2005).

Per altra banda, els darrers experiments presentats en aquesta tesi
semblen indicar un paper negatiu de la Srki sobre la via de la MAPK Sty1.
Experiments duts a terme per analitzar la resposta a estres en cel-lules Asrki
mostren que la MAPK Sty1 es manté fosforilada al llarg del temps, a diferencia
de la soca wt, que presenta un pic d’activacié. A més a més, observem que
aquest és un efecte directe de l'activitat de la Srki, ja que si utilitzem 1’al-lel
inactiu (srki-KA) observem el mateix efecte que en el mutant delecionat per
srki. En canvi, la sobreexpressié de la Srki veiem que es tradueix en una
disminuci6é molt significativa de I’activacio de la MAPK. Tots aquests resultats
suggereixen un possible paper de la Srk1 en la regulaci6é negativa de la via i ens
plantegen la segiient qiiesti6: a través de quin element de la via podria estar
actuant la Srki per tal de silenciar-la? Amb la finalitat d’elucidar aquesta
incognita, una primera aproximacio podria ser que la Srk1 actués a través de les

tirosina fosfatases Pyp1 i Pyp2.

Com s’ha comentat a la introduccio, la senyalitzacio6 a través de la via de les
MAP quinases comporta l'activaci6 de diferents mecanismes de resposta a
I’estres ambiental. Per altra banda, cal destacar que és de vital importancia que
un cop la font d’estres hagi desaparegut o la cel-lula s’hagi adaptat a ella, aquests
mecanismes han de ser inactivats correctament (Shiozaki and Russell, 1995;
Millar et al.,, 1995). Donat que l'activaci6 de la ruta implica una serie de
fosforilacions successives, aquestes hauran de ser revertides mitjancant 1’accid
de fosfatases implicades en aquest procés. En el cas de S. pombe esta ben
establert que les fosfatases Pyp1 i Pyp2 s’uneixen i defosforilen la Tyr173 de la
Sty1 en resposta a estres per tal d’'inactivar-la. Aixi doncs, el primer abordatge

experimental va ser determinar si la nova funcié que intentavem descriure per
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la Srki1 era la d’estabilitzar les fosfatases. Malauradament, ’analisi dels nivells
de proteina de Pyp1i Pyp2 en una soca wt i Asrki va determinar que aquests no
varien. En el cas de Pyp1 s’havia descrit que aquesta fosfatasa s’expressa de
manera constitutiva i que en resposta a estrés s’indueix més fortament de
manera depenent de la Sty1 (Millar et al., 1995; Chen et al., 2003). La Pyp2, en
canvi, Gnicament s’activa en resposta a estres i el fet que la seva expressio
depengui totalment de l'activaci6 de la Sty1 constitueix un mecanisme de
retroalimentacio negativa de la via (Millar et al., 1995). Son aquestes diferencies
entre ambdues fosfatases les que expliquen que en el Western Blot s’observin
uns nivells basals de Pyp1 superiors als de Pyp2 i que a més a més, la Pyp2
pateixi una acumulacio en els darrers punts de I’experiment. Finalment, pero,
aquest experiment ens va permetre determinar que la fosforilacié6 mantinguda
de la Sty1 en cel-lules Asrki correspon a la forma activa de la MAPK, ja que
I'expressié del gen pyp2 és totalment depenent de l'activacié de la Sty1 en

resposta a estres (Chen et al., 2003).

El segiient pas, doncs, va ser determinar si ’activitat negativa de la Srki
depenia de 'acci6 de les fosfatases. Dissortadament, la sobreexpressi6 de la Srki
provoca el mateix efecte tant en una soca wt com en les soques Apyp1 i Apyp2.
Cal remarcar, que en el cas de la soca Apyp1, en el carril de no sobreexpressio
(+B1) sense estres s’observa una certa activitat basal de la MAPK Sty1. Aixo és
degut a que aquesta fosfatasa d’expressié constitutiva és l’encarregada de

mantenir la Sty1 inactivada en condicions normals.

Recolzant els resultats anteriors, I'analisi de sensibilitat en placa dels
mutants de les fosfatases i dels dobles mutants amb Srk1 indiquen que la Srki i
les Pyp’s actuarien en vies diferents ja que presenten efectes additius. En
conclusio, aquests resultats semblarien indicar que la regulacié negativa de la
via de MAPK en resposta a estrés per la Srki no és a través de les tirosina

fosfatases Pyp1 i Pyp2.

Un altre possible candidat seria la propia MAPKK encarregada de
fosforilar la Sty1, la Wis1. Una primera evidéncia que recolzaria aquesta hipotesi
seria el fet que la Wis1 pot experimentar una fosforilacié en residus diferents als
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d’activaci6 (Ser469 i Thr473) en resposta a xoc termic (Shiozaki et al., 1998). A
més, aquesta fosforilacié és depenent de I'activitat de la Sty1. En aquest treball
es comentava que en vertebrats s’havia suggerit la fosforilacio inhibidora de les
MAPKKSs catalitzada per les MAPKs (Brunet et al., 1994; Gotoh et al., 1994;
Saito et al., 1994). D’altra banda, experiments realitzats al grup del Dr.
Rodriguez-Gabriel també han permeés observar una fosforilacié de la Wis1 en
residus altres que la Ser469 i Thr473 en resposta a estres osmotic (comunicacio
personal). De la mateixa manera que succeia amb el cas anteriorment citat, es
tracta d’'una fosforilaci6 independent de les MAPKKKSs i no pot tenir caracter
activador, doncs encara es pot observar en moments en que la Sy1 ja és inactiva.
Aquests resultats indiquen que la Wis1 pot patir altres fosforilacions a part de
les activadores, que serien depenents de [lactivitat de la MAPK i que

probablement tindrien un paper inhibidor sobre la seva funcio6.

Donada la nostra observacio de I’efecte de la sobreexpressioé de la Srki1 en
la fosforilacié de la Sty1 ens vam plantejar que la Srki pogués estar inhibint la
Wis1. A favor d’aquesta hipotesi, una primera evidéncia és que la Srki pot
fosforilar eficientment la Wis1 en un assaig quinasa in vitro. En la seqiiéncia de
la Wis1 trobem quatre residus potencialment fosforilables per la Srk1 (R-X-
X-T/S), la S17, S96, S159 i S226. Tots quatre es troben continguts en la regio N-
terminal de la proteina, i dos dels quals presenten caracteristiques particulars.
En primer lloc, la S17 es troba continguda dins la regié corresponent a la
seqiiencia d’exportacio nuclear de la Wisi. En segon lloc, la Wis1 conté un
domini essencial per a la uni6 de la MAPK Sty1 entre els aminoacids 200 i 300
(Nguyen et al., 2002). Més concretament, en aquesta regio es troben dos motius
que compleixen el consensus d’ancoratge de les MAPKs R-R-X,6-L/I-X-L/I
(Bardwell and Thorner, 1996; Bardwell et al., 2001). D’acord amb aixo, en

aquesta regio, trobem un altre candidat per a la fosforilacié per la Srki, la S226.

Aixi doncs, amb la intenci6 de caracteritzar els residus fosforilats per la
Srki vam generar el mutant Wis-4A (amb els quatre residus consensus per la
Srki mutats a alanina). L’assaig quinasa in vitro va revelar que el mutant

continuava fosforilant-se per la Srki, fet que ens va fer plantejar-nos que, de
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manera puntual, la Srki estigués fosforilant algun residu que no fos consensus.
Mitjancant seqiienciaci6 de fosfopeéptids vam identificar el residu T225
(adjacent a la Ser226), el qual vam validar com a diana de la Srki mitjancant

assajos quinasa in vitro.

Un cop identificat el residu, i observant que es troba inclos dins la regi6
d’'uni6 a la MAPK Sty1, ens vam plantejar d’analitzar si la Srki fosforilava la
Wis1 afectant aixi la seva uni6 amb la MAPK. Aquest seria un mecanisme
possible per tal d'impedir que l'activacio de la Sty1 fos sostinguda, donat que
interrompria la transmissié del senyal cap a la MAPK. Un resultat que recolza
aquesta teoria és el fet que la sobreexpressio de la Srki1 inhibeix la uni6 entre la
Wis1 i la MAPK Sty1. Per altra banda, hem observat en assajos quinasa in vitro
que la Wis1 presenta menor afinitat per la Sty1 que el mutant Wis1-5A, fet que
es tradueix en una menor activitat. Aixo s’explicaria perque el mutant no pot ser
fosforilat per la Srki i per tant romandra unit a la Sty1, fet que es reflecteix en
un augment d’activitat quinasa. En canvi, la Wis1, en ser fosforilada per la Srki,
se separara de la MAPK fent que es tradueixi en nivell més baixos d’activitat in
vitro. Per altra banda, l'estudi de l'activitat catalitica del mutant mimetic de
fosforilaci6 (Wis1-T225E/S226D) indica que aquest presenta menor activitat
quinasa, presumiblement perque les modificacions post-traduccionals que hem
afegit mimetitzen la fosforilacié per la Srki. Tot i aixi, caldria estudiar la unio
dels mutants Wis1-5A (no fosforilable) i Wis1-ED (mimeétic de fosforilacié) amb
la MAPK Sty1, on caldria esperar que el mutant Wis1-ED presentés una afinitat

molt reduida en comparacié amb el control.

Finalment, en observar que l'afinitat entre la Wis1 i la Sty1 es veu afectada
per la Srki1, vam decidir estudiar si succeia el mateix amb la seva localitzaci6. En
primer lloc vam estudiar la localitzacié subcel-lular de la Wis1 en una soca wt i
una soca Asrki. Com s’ha comentat en la introducci6 d’aquesta tesi, analisis
previs sobre la localitzaci6 de la Wis1 indiquen que el seu estudi es forca
complex. El treball realitzat pel grup del Dr. Russell utilitzant la soca
Wis1:12myc descriu la Wis1 com una proteina citoplasmatica en resposta a

estres (Gaits et al., 1998). Per contra, el grup del Dr. Shiozaki mostra amb la
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soca Wis1:GFP que la Wis1 entra de manera rapida i transitoria al nucli en
resposta a estres (Nguyen et al., 2002), tot i que no s’observa una entrada
massiva. En les nostres mans, i sota les nostres condicions no hem estat capacos
d’observar una entrada de la Wis1 al nucli en resposta a estres. Primerament es
va intentar fer microscopia de time-lapse amb la soca Wis1:GFP (provinent del
laboratori del Dr. Shiozaki), pero els resultats van ser infructuosos. A
continuacié es van realitzar immunocitoquimiques indirectes amb la soca
Wis1:12myc, on com ja s’havia descrit al treball de Gaits et al., 1998, no vam
observar una entrada de la Wis1 al nucli en resposta a estres. Pensant que potser
I’epitop 12myc fos massa gran i dificultés I’entrada de la MAPKK al nucli, vam
repetir I'experiment sobreexpressant la Wis1 a nivells similars als d'un wt,
aquest cop fusionada a I’epitop HA. Malauradament, en aquest cas tampoc vam
presenciar una entrada al nucli de la MAPKK en resposta a estres. Aixi doncs, en
aquesta tesi presentem els resultats obtinguts per immunocitoquimica indirecta,
amb la soca Wisi:12myc per tal de descartar possibles artefactes de la
sobreexpressiéo amb I’epitop HA. Els resultats d’aquestes immunocitoquimiques
revelen que la Srki1 no afecta la localitzaci6 de la Wis1 en resposta a estres, ja

que en tots dos casos s’observa una localitzaci6 citoplasmatica de la MAPKK.

Per altra banda, els estudis de localitzaci6 de la Sty1 revelen que, a
diferéncia del wt, on la MAPK entra al nucli als 5 minuts del tractament amb
estreés i comenca a sortir entre els 20-30 minuts, en el cas de la soca Asrki, la
sortida de la Sty1 del nucli es veu greument afectada. Com s’indica a la
introduccid, la translocacié de la Sty1 al nucli depen de la importina Pim1,
mentre que el seu transport del nucli cap al citoplasma és depenent de
I'exportina Crmi1. Aquesta proteina és un receptor nuclear necessari per a
exportar proteines que continguin NES a través del porus nuclear. Ja s’havia
identificat previament una possible seqiiencia NES-like en la Sty1 i que a més a
més, la MAPK és capacg d’interaccionar tant in vitro com in vivo amb la Crmi.
Recolzant aquestes observacions, mutants de perdua de funci6 parcial del gen
crmi1 afecten la localitzacio de la MAPK, fent que aquesta resti al nucli de forma
perllongada en el temps, i que aixo es tradueixi en una fosforilacié6 mantinguda

de la Sty1 (Gaits and Russell, 1999). Per altra banda, estudis duts a terme pel
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grup de la Dra. Hidalgo han descrit que I'exportacié nuclear de la Sty1 també
depén de la proteina d’'uni6 a Ran, Hba1 (també coneguda com Caf1) (Castillo et
al., 2003). En aquest estudi es descriu com I'Hba1 faria de scaffold entre
I’'exportina Crm1 i el seu substrat, en el nostre cas, la Sty1. Concretament, en
mutants del gen hbai, la Sty1 queda retinguda al nucli, fet que també
comparteix el factor de transcripcié Papi. Aixi doncs, ’'exportacié de proteines
del nucli al citoplasma depén de I'associaci6 de 3 factors: I’exportina, la proteina
d’'uni6 a Ran i del cargo (proteina que conté el NES) (Lei et al., 2002; Macara,
2001; Mattaj and Englmeier, 1998). En el nostre cas, aquest efecte sobre la
localitzaci6 de la Sty1 que observem en delecionar la Srki explicaria la
bioquimica que mostra un manteniment de la forma fosforilada i activa de la
Sty1 en resposta a estres. Si en aquestes condicions la Sty1 no surt del nucli no
podra ser defosforilada per les fosfatases Pypi i Pyp2, que es troben al
citoplasma. Una primera hipotesi segons els resultats de localitzacié obtinguts
podria ser que la Srki, abans de ser degradada, estabilitzés la unié de la Sty1
amb el transportador nuclear Crmz1 per facilitar la seva sortida del nucli (figura
2). Donat que coneixem que la Srki1 no pot fosforilar la Sty1 in vitro, hom podria
pensar que fosforilés la Crm1 directament (ja que conté dos residus consensus
per la Srki dins la seva seqiiencia; R-X-X-S/T). Una altra opci6 podria ser que la
Srki fosforilés la Ran binding protein Hba1 (descrita com a fosfoproteina, Turi
et al., 1996). En aquest cas, si analitzem la seqiiencia de I'Hba1 cercant residus
consensus per la Srki (R-X-X-S/T), no en trobem cap. Tot i aixi, no podem
descartar que la Srki pogués fosforilar un residu no consensus, tal i com ho fa
amb la T225 de la Wis1. En aquest cas, si que trobem un residu d’aquest tipus
dins la seqiiencia de Hba1 que correspon al motiu R-X-S). Finalment, també
podria ser que la Srki actués a través d’'una altra proteina no descrita fins el
moment. Aixi doncs, no podem descartar que la Srki tingui un paper en la
sortida de la MAPK Sty1 del nucli a través de la maquinaria d’exportacid

nuclear.

Tot i aixi, considerem que aquesta hipotesi no seria gaire factible, ja que si
la Srki1 afectés la maquinaria d’exportacio nuclear en general, es veuria afectada

la sortida de moltes altres moléecules que depenen d’aquest sistema d’exportacio,
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no només la Sty1. Tanmateix, hauriem d’observar que la Sty1 es mantingués
durant molt més temps retinguda al nucli en cel-lules Asrk: i els nostres
resultats mostren que la presencia de la Sty1 al nucli no és tant mantinguda com
la seva fosforilaci6 (als 90 minuts ja comencem a observar Sty1 fora del nucli,

alhora que continua fosforilada).

Aixi doncs, analitzant els resultats obtinguts amb la MAPKK Wis1 podriem
plantejar una segona hipotesi alternativa. Els nostres resultats suggereixen que
la Srki sintetitzada de novo seria I'encarregada de separar la Wis1 de la Sty1 per
tal d’interrompre el senyal de la cascada de les MAPK i aixi permetre que les
fosfatases defosforilin la MAPK per tal de silenciar la via (figura 2). Aixi doncs,
cabria la possibilitat de pensar que en el cas de les cel-lules Asrki, la Sty1 pogués
sortir del nucli, pero com no hi ha Srki sintetitzada de novo per inactivar la
Wist, la Sty1, tot i poder ser defosforilada per les Pyp’s, tornara a ser fosforilada
i activada per la MAPKK i per tant tornara a translocar al nucli. Aquest fet
concordaria amb observacions previes dutes a terme pel grup del Dr. Russell, on
I'estudi de l'activacio i localitzacio de la Sty1 en el mutant de Apyp2 va revelar
que la Sty1 es manté retinguda al nucli més temps i aixo es veu reflectit
bioquimicament en el perllongament de I'estat fosforilat de la MAPK (Gaits and
Russell, 1999). Els autors atribueixen la localitzaci6 nuclear sostinguda de la
Sty1 en el mutant Apyp2 a una presumible relocalitzacié rapida al nucli degut a
la baixa activitat fosfatasa del citoplasma en aquest fons genetic. En aquest cas,
a diferencia del que observem en la deleci6 de srki, la Sty1 acaba sortint del
nucli i defosforilant-se als 40-50 minuts del tractament amb estres. Aquest fet
podria relacionar-se amb l’activitat de I’altra tirosina fosfatasa, Pypi, que de
manera coordinada amb l’accié de la Srk1 acabaria promovent la inactivaci6 de
la via. Per altra banda, cal tenir present un altre possible factor, les
serina/treonina fosfatases (Ptc’s) que també s’activin de forma depenent de la

Srk1 per tal de contribuir en aquest procés de silenciament de la via.

En resum, segons els resultats obtinguts fins el moment, el paper de la

Srki en resposta a estres es podria dividir en dues funcions: una primera funcio

on la Srki fosforilada i activada per la MAPK Sty1 en resposta a estres
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s’encarregaria d’inactivar transitoriament el cicle cel-lular per tal que la cel-lula
pugui activar la resposta transcripcional a estres i adaptar-se a ell. Aquesta
funcio6 la realitzaria a través de la fosforilaci6 de la Cdc25 promovent la seva

unio6 a Rad24 i la seva acumulaci6 al citoplasma (figura 1).

La segona funcié correspondria a la duta a terme per la Srki sintetitzada

de novo per la MAPK Sty1 en resposta a estres. En aquest cas, fosforilaria la
Wis1 en la Thr225 no permetent I’associacié entre la MAPKK Wis1 i la MAPK
Sty1 (figura 2). D’aquesta manera s’evitara que la Wis1 activi novament la MAPK
i per tant, la Sty1 podra ser defosforilada i inactivada per les fosfatases Pyp1 i
Pyp2, silenciant aixi la via. D’aquesta forma trobem diversos mecanismes de
retroalimentacié negativa de la via depenents de la propia MAPK, per una
banda l’activaci6 de la transcripci6 de les fosfatases encarregades de
defosforilar-la i per l'altra I'activacio de la transcripcié de la Srki per tal d’evitar

que la via torni a activar-se (figura 2).
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Figura 2. Model del paper de la Srk1 sintetitzada de novo en la regulaci6 negativa de la via en resposta a estrés osmotic.
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Conclusions

La Sty1 fosforila i activa la Srk1 en el residu Thr463.

La MAPK Sty1 és necessaria per l'estabilitat de la Srk1 (en cel-lules Asty1

la Srk1 no és estable).

L’estabilitat de la Srk1 depen de la presencia de la MAPK Sty1 i no de la

seva activitat.

La uni6 entre la Srki1 i la Sty1 (en estat inactiu) inhibeix I'activitat de la

Srk1 in vitro.

La fosforilacié de la Srki en la Thr463 per la Sty1 promou la dissociacio

de la Srk1 de la MAPK i posterior degradaci6 via proteasoma.

La fosforilacié de la Srki en la Thr463 per la Sty1 és necessaria per a la

resposta a estres osmotic.

L’activitat de la Srk1 és necessaria per a la inhibici6 de la transici6 G2/M

en resposta a estres.

L’exportacié nuclear de la Cdc25 és depenent de la Srki en condicions

d’estres.

La Srki és necessaria per inactivar la via de la MAPK després de la

resposta a estres:

e La deleci6 del gen srki comporta una hiperactivacio de la MAPK

Sty1.
e L’activitat de la Srk1 redueix la fosforilaci6 de la Sty1.

La Srk1 no regula els nivells de les fosfatases inhibidores de la via de
MAPKSs, Pyp1 i Pypz.

La Srki1 no inhibeix I'activaci6 de la Sty1 a través de les fosfatases Pyp1 i
Pyp2.

La inhibici6 de la via de MAPKs a través de les fosfatases (Pyp’s) i de la
Srki és paral-lela.
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Conclusions

La Srki fosforila la Wis1 in vitro.

La Wis1 presenta quatre residus consensus i un no consensus de
fosforilaci6 per la Srki. La mutacio6 dels cinc residus anul-la la fosforilacio
de la MAPKK Wist1 per la Srki in vitro.

La fosforilacié de Wis1 per la Srki1 podria estar afectant la uni6 entre Wis1

i Sty1. La sobreexpressio de la Srk1 redueix la unié de Wis1 amb Sty1.

La Srki no regula la localitzaci6 subcel-lular de la Wis1 en resposta a

estres.

La sortida de Sty1 del nucli en resposta a estres es veu retardada en

abseéncia de la Srki.
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ANNEXE I: LLISTAT DE PRODUCTES

PRODUCTE ~  CASACOMERCIAL REFERENCIA

Acetat de liti (LiAc) Sigma L6883
Acid acetic Merck 1.00062.2500
Acid boric Sigma Bo252
Acid citric Sigma Co759
Acid molibdic Sigma Mo878
Acid nicotinic Sigma N4126
Acid pantoténic hemicalcium Sigma P2250
salt
Acid tricloroacétic (TCA) Fluka 91233
Acida sodica Sigma S2002
Acrilamida (Protogel) National Diagnostics EC-890
L-Adenina hidroclorur Sigma A8751
Alexa a-mouse 594 Invitrogen A11005
Alexa a-mouse 488 Invitrogen A11001
Anti-actina Sta. Cruz Biotech, Inc.  Sc-1615
Anti-Cdc2 (PSTAIR) Upstate 06-923
Anti-HA (12CA5) Roche 11583816001
Anti-HA Sta. Cruz Biotech, Inc.  Sc-7392
Anti-HA agarose beads Sigma A2095
Anti-Hog1 (Y215) Sta. Cruz Biotech, Inc.  Sc-9079
Anti-myc (9E10) Upstate 05419
Anti-fosfo-p38 (T180/Y182) Cell Signaling 9211
Agarosa Pronadisa 8023
Agar Pronadisa 1802.00
Ampicil-lina Sigma A9518
Aprotinina Sigma A1153
ATP (Adenosine Sigma A7699
5’ Triphosphatedi
Sodium salt)
ATP (y-32P) Perkin-Elmer PE NG
502A500UC
d-Biotina Sigma B4501
Blau de bromofenol Biorad 161.0404
B-mercaptoetanol Merck 805740
Bradford (BIORAD Protein Biorad 500-0006
Assay)
Bromur d’Etidi Sigma E1510
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Blau de Coomassie Brilliant Blue 250 R Bo770
(Sigma)
BSA (Albuiimina sérica bovina) Sigma A7906
Carbonat de sodi anhidre Merck 1.06392.1000
Cloramfenicol Sigma Co378
Clorur d’amoni Sigma A4514
Clorur de Calci dihidratat Calbiochem 208291
Clorur de Ferro sextahidratat  Sigma F2877
Clorur de Magnesi Fluka 63064
Clorur de Potassi Fluka 60128
Clorur de Sodi Fluka 71380
DAPI Sigma D2629
DMSO Sigma D2438
DTT Sigma Do779
ECL Biological Industries 20-500-120
EcoTaq DNA pol Ecogen ETAQ500
EDTA Sigma E4884
EGTA Sigma E4378
Enzims de restriccié Invitrogen = -———-
Etanol ABS Merck 1.00983.1000
Extracte bacto-malt Pronadisa 1708.00
Extracte de llevat Pronadisa 1702.00
Follin Merck 1.09001.0500
Fosfat de sodi dibasic Sigma S5136
Fluorur de Sodi Sigma S7920
Glass beads Sigma G8772
Glicerol Sigma G7893
Glicina MP Biomedic 808838
Glucosa Sigma G8270
Glusulasa Perkin-Elmer NE154001EA
Glutatio Sigma G4251
Glutatio-Sefarosa 4B GE Healthcare 17-0756-01
Guanidina Sigma G4505
G-418 (Gentamicina) Sigma G8168
Hidrogen-ftalat de Potassi Fluka 60359
Hidroxid de Sodi (NaOH) Merck 6498
Hidroxiurea (HU) Sigma H8627
High Fidelity Roche 11.732.650.001
L-Histidina hidroclorur Sigma H5659
HRP-a-mouse Biorad 170-6516
HRP-a-rabbit Biorad 170-6515
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Immobilized protein A Pierce 20334
Myo-Inositol Sigma I5125
Iodur de Potassi Sigma P8256
IPTG Applichem A100810025
L-Leucina hidroclorur Sigma L8000
Leupeptina Sigma L2884
L-Lisina hidroclorur Sigma L8662
Llet en pols descremada Sveltesse (Nestlé) -—----
Lligasa (T4 DNA ligase) Invitrogen 15224-017
Marcador de DNA 1 Kb ladder Generuler SMo311
(Fermentas)
Marcador de proteina (Dual Biorad 161-0374
Precision Plus Protein™
Standards Dual Color)
Metanol Merck 1.06009.2500
Mowiol Calbiochem 475904
NP-40 (Igepal CA630) Sigma 13021
Ortovanadat de Sodi Sigma S6508
PABA (p-aminobenzoic acid) Sigma Ao129
PEG (Polietilenglicol) Sigma P3640
Persulfat amonic (PSA) Aldrich 21,558/9
PIPES Sigma P7986
PMSF Sigma T7626
Ponceau-S Sigma P7170
Protein G-Sepharose 4B Sigma P3296
SDS Fluka 71729
Sorbitol Sigma S1876
ssDNA BD So277
Sulfat de Coure Sigma C1297
Sulfat de Magnesi Fluka 63138
Sulfat de Manganes Sigma M7634
Sulfat de Zinc heptahidratat Sigma 74750
Tiamina (B1) Sigma T4625
Sodium potassi tartrat Fluka 60412
tetrahidratat
TEMED Biorad 161-0801
Triptona Pronadisa 1612.00
Tris Serva 37190
Trité X-100 Sigma X-100
Trombina (Thrombin Amersham 27-0846-01

protease)
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Tween-20 Sigma P1379
Uracil hidroclorur Sigma Uo750
Zymolyase 20T Seikagaku Corp. 120491
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