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RESUMEN

Respuesta de la levadura Saccharomyces cerevisiae al antifingico clotrimazol: papel de

la ruta de integridad de la pared celular.
Introduccion

Las rutas de transduccién de sefiales mediadas por MAPKs son esenciales para la adaptaciény
supervivencia de las células eucaridticas ante situaciones de estrés o nuevos estimulos externos. En
la levadura Saccharomyces cerevisiae existen cinco rutas de MAPKs, entre las que destacan la de
apareamiento, la de respuesta a elevada osmolaridad (HOG) y la de integridad de la pared celular
(CWI), moduladas por las MAPKs Fus3 y Kss1, Hogl y Slt2, respectivamente. Si bien la ruta CWI
ejerce un papel fundamental en la respuesta de la célula al dafio en la pared celular, se ha
comprobado que también es capaz de activarse en respuesta a estreses que no afectan
directamente a la pared, como la temperatura elevada o el estrés oxidativo. Para que un estimulo
provoque la activacién de la ruta CWI, es necesaria la accién de una serie de proteinas que actian
en cascada: la deteccidn del estimulo por parte de los sensores (Wsc1, Mid2 y Mtl1), la transmisién
de la senal hacia la GTPasa Rhol a través de sus GEFs activadoras, la activacién de la protein quinasa
Pkc1l y finalmente la activacién del mdédulo de MAPKs, que culmina con la fosforilacion de SIt2 en
su motivo de activacién conservado TEY. Posteriormente, Slt2 es capaz de regular mediante
fosforilacién a distintos sustratos con diferentes funciones, entre los que destacan los factores de
transcripcién RIm1 y SBF. Los antifungicos azdlicos son los farmacos mas empleados para el
tratamiento de infecciones provocadas por hongos. Se dividen en dos familias, imidazoles y
triazoles, y su mecanismo de accidén se basa en la inhibicidn de la sintesis del ergosterol, lo que da
lugar a un dafio en la membrana y a la parada del crecimiento y la divisién celular. Algunos
imidazoles como el clotrimazol, ademas, se ha descrito que provocan efectos adicionales sobre las

células fungicas.
Antecedentes y objetivos

En nuestro grupo de investigacidn se habia descubierto que el clotrimazol era capaz de activar
significativamente a la ruta CWI, por lo que decidimos estudiar en mayor profundidad como afecta
este farmaco a las principales rutas de MAPKs de la levadura. Para ello, planteamos los siguientes

objetivos:

- Caracterizar la sefializacién y la respuesta al clotrimazol a través de la ruta CWI y de otras

rutas de MAPKSs.
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- Estudiar la forma de menor movilidad electroforética de fosfo-Slt2 caracteristica del

tratamiento con el clotrimazol.

- Analizar la fosforilacion de proteinas provocada por el clotrimazol mediante un ensayo

global de fosfoprotedmica, profundizando en aquellas fosforilaciones dependientes de Sit2.
Resultados

El tratamiento de la levadura con concentraciones elevadas de clotrimazol (CLT) provoco la
alteracién de las rutas de MAPKs: se produjo la activacion de SIt2 con la aparicion de una forma de
menor movilidad electroforética (LP-SIt2), la activacidon de Hogl y la reduccion de la fosforilacién
de Kss1 y Fus3, efectos que no se observaron con los triazoles y que se relacionaron con un
incremento del estrés oxidativo en las células. La ruta CWI, y en menor medida la ruta HOG, son
necesarias para el crecimiento de la levadura en presencia de este antifungico. La activacion de la
ruta CWI fue inducida por el CLT no solo a través del mecanismo de activacién candnico mediado
por la protein quinasa Pkcl, sino también a través de un mecanismo alternativo capaz de activar
directamente al mddulo de MAPKs. Asimismo, proteinas implicadas en otras rutas, como la
subunidad catalitica de la PKA Tpk3 y la trehalosa-6-P sintasa Tps1, resultaron ser importantes para
esta activacion, especialmente para la generacion de la forma LP-SIt2. RIm1 y SBF, los factores de
transcripcién principales de la ruta CWI, se fosforilaron de forma dependiente de Slt2 en presencia
del CLT, pero esto no se tradujo en un aumento significativo de la actividad transcripcional de RIm1.
Por otro lado, se determiné que la forma de menor movilidad electroforética de fosfo-SIt2 propia
del tratamiento con el CLT se origina por la presencia de fosforilaciones adicionales a las del motivo
TEY, y su aparicion es dependiente de la activacién previa de la MAPK y de su actividad catalitica.
Ademas, se identificaron algunos residuos situados en la parte final de la zona C-terminal de SIt2
como implicados en estas fosforilaciones. Un estudio global del fosfoproteoma de S. cerevisiae tras
el tratamiento con el CLT permitié determinar que este farmaco es capaz de inducir cambios en la
fosforilacién de un nimero significativo de proteinas. Atendiendo a los eventos de fosforilacidn, se
detectaron 661 proteinas que se fosforilaron de forma dependiente del CLT, de las cuales 258
debian su fosforilacion a la presencia de Slt2. De este modo, se identificd la participacidn de Slt2 en

la regulacidn de las rutas CWIy HOG y de otros procesos celulares importantes.
Conclusiones

1. La exposicion de la levadura a los antifungicos imidazdlicos, en especial al clotrimazol (CLT),

provoca cambios en la sefializacion de las rutas de MAPKs: activa a las rutas HOG y CWI, con la
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10.

aparicion de una forma de menor movilidad electroforética de Slt2 que hemos denominado LP-
SIt2, y reduce la fosforilacion de las MAPKs Fus3 y Kss1 de la ruta de apareamiento.

La activacion de la ruta CWI por el CLT es dependiente de la concentracidon y tiempo de
exposicion al antifungico, y se lleva a cabo parcialmente a través de Wscl y Pkcl vy
paralelamente mediante otro mecanismo independiente de Pkcl todavia por identificar.

Los factores de transcripcion clasicos de la ruta CWI (RIm1 y SBF) se fosforilan tras el
tratamiento con el CLT, aunque no se induce una respuesta transcripcional fuerte a través de
RIm1.

El CLT provoca estrés oxidativo en las células de levadura, el cual estd implicado en los cambios
en la sefializacién a través de las rutas de MAPKs que produce el antiflingico.

Las proteinas Tpk3 y Tpsl, que forman parte de las rutas de la PKA y de biosintesis de la
trehalosa, respectivamente, estdn relacionadas con la activacion de Slt2 y la generacién de la
forma LP-SIt2.

La forma LP-SIt2 se origina por la presencia de fosforilaciones adicionales a las del motivo de
activacion TEY en Slt2, y su aparicidn es dependiente de la activacidon previa de la MAPK y de su
actividad catalitica.

Los residuos fosforilables Thrd53 y Thr456, localizados en la zona C-terminal de Slt2, estdn
implicados en la generacidn de LP-SIt2.

Gracias a la realizacién de un ensayo de fosfoprotedmica global, se han detectado 661 proteinas
gue se fosforilan en respuesta al CLT, de las cuales 258 deben su fosforilacion a la presencia de
SIt2, entre las que destacan proteinas que participan en la propia ruta CWI y en la ruta HOG.

El ensayo de fosfoprotedmica también ha permitido detectar la desfosforilacién de 795
proteinas tras el tratamiento con el CLT.

La funcion de las proteinas fosforiladas de forma dependiente de Slt2 sugiere la regulacion de

diferentes e importantes procesos celulares en respuesta al CLT a través de esta MAPK.
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SUMMARY

Response of the yeast Saccharomyces cerevisiae to the antifungal clotrimazole: role of

the cell wall integrity pathway.
Introduction

Signal transduction pathways mediated by MAPKs are essential for the adaptation and survival
of eukaryotic cells to stress or new external stimuli. The yeast Saccharomyces cerevisiae presents
five MAPK pathways, including the mating, the High Osmolarity Glycerol (HOG), and the Cell Wall
Integrity (CWI) pathways, mediated by Fus3 and Kss1, Hog1, and SIt2 MAPKs, respectively. Although
the CWI pathway plays a key role in the response to cell wall damage, it is also able to respond to
other stresses that do not directly affect the cell wall, such as heat or oxidative stress. For a
particular stimulus to activate the CWI pathway, it is necessary the action of a series of proteins:
the detection of the stimulus by the sensors (Wsc1, Mid2, and Mtl1), the transmission of the signal
to the GTPase Rho1l through its activating GEFs, the activation of the protein kinase Pkcl, and the
activation of the MAPKs module, which culminates in the phosphorylation of Slt2 at its conserved
TEY activation motif. Subsequently, SIt2 can regulate different substrates with distinct functions
through its phosphorylation. Among them, the transcription factors RIm1 and SBF are the best
characterized. Azole antifungals are the most widely used drugs for the treatment of fungal
infections. They are divided into two families, imidazoles and triazoles, and their mechanism of
action is based on the inhibition of ergosterol synthesis, resulting in membrane damage and cell
growth and division arrest. Additionally, some imidazoles, such as clotrimazole, have been

described to cause additional effects on fungal cells.
Background and objectives

In our research group, we found that clotrimazole is able to significantly activate the CWI
pathway, so we decided to further study how this drug affects the main MAPK pathways in yeast.

To this end, we set the following objectives:

- Tocharacterize the signalling mechanism and the cell response to clotrimazole through the

CWI pathway and other MAPK pathways.

- To study the characteristic lower electrophoretic mobility form of phospho-SIt2 that

appears after clotrimazole treatment.

- To analyze clotrimazole-induced protein phosphorylation by a global phosphoproteomics

assay, focusing on Slt2-dependent phosphorylations.
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Results

Treatment of yeast cells with high concentrations of clotrimazole (CLT) caused signalling
alteration through MAPK pathways, leading to the activation of SIt2 with the appearance of a lower
electrophoretic mobility form (LP-SIt2), the activation of Hog1, and the reduction of phospho-Kss1
and phospho-Fus3 levels, effects that were not observed with triazoles and were related to an
increase of oxidative stress within cells. The CWI and, to a lesser extent, the HOG pathways are
necessary for growth under the presence of this antifungal drug. Regarding the CWI pathway, it was
found that CLT induces its activation not only through the canonical mechanism mediated by the
protein kinase Pkcl but also by an alternative route that is able to directly activate the MAPK
module. In addition, proteins involved in other pathways such as the PKA catalytic subunit Tpk3 and
the trehalose-6-P synthase Tpsl proved to be important for this activation, especially for the
generation of the LP-SIt2 form. RIm1 and SBF, the major transcription factors of the CWI pathway,
were phosphorylated in an Slt2-dependent manner in response to CLT, but the transcriptional
activity of RIm1 was not significantly induced. Concerning the LP-SIt2 form, it was shown that it
originates due to the presence of additional phosphorylations to those at the TEY motif, and that
its emergence depends on the activation and the catalytic activity of the MAPK. Furthermore, some
residues located at the C-terminal end of Slt2 were proved to be involved in these additional
phosphorylations. A global study of the S. cerevisiae phosphoproteome after treatment with CLT
allowed us to determine that this drug induces changes in the phosphorylation of a great number
of proteins. Focusing on the phosphorylation events, 661 proteins were detected as
phosphorylated in a CLT-dependent manner, of which 258 were also dependent on the presence of
SIt2. Thanks to this analysis, we demonstrated the participation of SIt2 in the regulation of CWI and

HOG pathways and other important cellular processes after exposure to CLT.
Conclusions

1. Treatment of yeast cells with imidazole antifungals, especially with clotrimazole (CLT), leads
to changes in MAPK pathways signalling: it activates the HOG and CWI pathways, with the
appearance of a lower electrophoretic mobility form of Slt2 that we named LP-SIt2, and
reduces the phosphorylation levels of the mating pathway MAPKs Fus3 and Kss1.

2. Activation of the CWI pathway depends on CLT concentration and time of exposure, and it
is carried out partially through Wscl and Pkcl and in parallel by an alternative mechanism
independent of Pkcl yet to be identified.

3. The transcription factors RIm1 and SBF are phosphorylated after CLT treatment, but no

strong transcriptional response is induced through RIm1.
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10.

CLT induces oxidative stress within yeast cells, which is involved in the signalling changes
through MAPK pathways caused by the antifungal.

Tpk3 and Tps1 proteins, which are part of the PKA and trehalose biosynthesis pathways,
respectively, are involved in the activation of Slt2 and the generation of the LP-SIt2 form.
The LP-SIt2 form arises from the presence of additional phosphorylations to those of the
TEY activation motif in Slt2. Moreover, its appearance is dependent on prior MAPK
activation and its catalytic activity.

Phosphorylatable residues Thr453 and Thr456, located at the C-terminal region of Slt2, are
involved in the generation of LP-SIt2.

By performing a global phosphoproteomics assay, 661 proteins were detected as
phosphorylated in response to CLT, of which 258 were phosphorylated in an SIt2-
dependent manner, including proteins involved in the CWI and HOG pathways.

The phosphoproteomics assay also detected the dephosphorylation of 795 proteins after
CLT treatment.

Proteins that are phosphorylated in an Slt2-dependent manner are involved in different
functions, suggesting the regulation of several important cellular processes through this

MAPK in response to CLT.
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1. LAS RUTAS DE TRANSDUCCION DE SENALES MEDIADAS POR MAPKS.

Una propiedad fundamental de todas las células eucaridticas es su capacidad para adaptarse
a los cambios externos, respondiendo ante estimulos de diferente naturaleza para permitir su
supervivencia. Uno de los mecanismos de los que disponen las células para hacer frente a estas
variaciones ambientales son las rutas de transduccidn de sefiales mediadas por MAPKs (Mitogen-
Activated Protein Kinases), las cuales deben su nombre a su capacidad de responder a la presencia
de mitdgenos y regular la proliferacion celular en células de mamifero (Avruch, 2007). Cada ruta
esta compuesta por una serie de proteinas que actian en cadena para detectar el estimulo y
transmitir la seial: sensores, proteinas G, protein quinasas y factores de transcripcidn, entre otras.
Asimismo, todas las rutas de este tipo presentan una estructura principal conocida como médulo
de MAPKs, constituido por tres protein quinasas que se activan por fosforilacién secuencial: la
MAPKKK, la MAPKK y la MAPK. En primer lugar, actdan las MAPKKKs, unas serin/treonin quinasas
gue normalmente se activan mediante fosforilacion por otras quinasas o por su interacciéon con
pequefias proteinas G de la familia Ras/Rho. Las MAPKKKs fosforilan entonces a las MAPKKs en dos
residuos conservados de serina y treonina de su dominio de activacion y estas MAPKKs activadas
son capaces de fosforilar a las treonina y tirosina del motivo conservado de activacion -Thr-X-Tyr-
de las MAPKs, dénde el residuo X puede variar entre glutamico, prolina o glicina segun el tipo de
MAPK. Finalmente, las MAPKs activadas llevan a cabo la fosforilacién de sus sustratos en motivos -
Ser/Thr-Pro-, desencadenando la respuesta celular adecuada al estimulo en cuestidn, y que puede
implicar la regulacidon de procesos vitales como la proliferacién, diferenciacién, supervivencia o
apoptosis, entre otros (Chen and Thorner, 2007; Cargnello and Roux, 2011). Asi, es esencial que las
rutas de MAPKs se encuentren finamente reguladas, pues su funcionamiento defectuoso se ha
relacionado con el desarrollo de enfermedades graves como el cancer o el alzhéimer (Kim and Choi,

2015).

Dado el papel fundamental que ejercen estas rutas en las células y lo conservadas que estdn
en todo el dominio eucariota, se han empleado diferentes organismos modelo para llevar a cabo
estudios en profundidad de sus componentes y su funcionamiento. De este modo, la investigacién
realizada con la levadura modelo Saccharomyces cerevisiae ha aportado gran parte del
conocimiento actual que se tiene sobre las rutas de MAPKs. Se conocen cinco rutas de MAPKs que
operan en esta levadura: la ruta de apareamiento, la ruta de crecimiento invasivo o
pseudofilamentoso, la ruta de integridad de la pared celular, la ruta de respuesta a elevada
osmolaridad y la ruta de esporulacién, mediadas por las MAPKs Kss1y Fus3, Kss1, SIt2, Hogl y Smk1,

respectivamente (Figura 1) (Chen and Thorner, 2007).
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Figura 1. Representacion esquematica de las rutas de sefializaciéon mediadas por MAPKs de S. cerevisiae. Se
muestran sus principales componentes y los estimulos que las activan. Las proteinas representadas en verde
corresponden al médulo de MAPKs.

En este trabajo, nos centraremos en tres de estas rutas: la de apareamiento, la de respuesta a

elevada osmolaridad y la de integridad de la pared celular.

1.1. La ruta de apareamiento.

La levadura presenta dos tipos de células haploides: las MATa y las MATa, las cudles son
capaces de aparearse mediante fusidn celular para formar el diploide MATa/MATa (Merlini et al.,
2013). Para que se lleve a cabo este apareamiento, es necesario que previamente las células
secreten unos péptidos especificos (feromonas) llamados factor a en el caso de las células MATa y
factor a en el caso de las células MATa. De este modo, una célula de un tipo determinado es capaz
de detectar feromonas del tipo celular contrario y estimularse a través de la ruta de apareamiento,
desencadenando una serie de cambios fisioldgicos que la preparan para este proceso, como el
crecimiento polarizado que conduce a la morfologia shmoo o la parada de ciclo en fase G1

(Bardwell, 2005). En la Figura 2 se muestran los componentes que constituyen esta ruta.
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Figura 2. Representacion esquematica de la ruta de apareamiento de S. cerevisiae.

En primer lugar, las feromonas son detectadas por receptores de membrana acoplados a
proteinas G (GPCRs): Ste2 en el caso de las células MATa y Ste3 en el de las células MATa, que
activan a una proteina G heterotrimérica constituida por la subunidad a Gpal y por el dimero BY
Ste4/Stel8. Esta activacidn se produce gracias a que los receptores actlan como proteinas GEFs
(Guanine nucleotide Exchange Factor), facilitando el intercambio de GDP por GTP en Gpal y
provocando un cambio conformacional en la proteina G que permite la disociacidn del complejo BY
Ste4/Stel8 (Dohlman, 2002; Alvaro and Thorner, 2016). Una vez producida esta liberacion, el
dimero BY es capaz de llevar a cabo multiples interacciones esenciales para la transmisién de la
sefal. Asi, se asocia con la proteina Farly con la GEF Cdc24, formando un complejo que se acumula
en la membrana plasmatica y activa a la proteina G pequefia Cdc42 (Nern and Arkowitz, 1999;
Shimada et al., 2000), recluta también a la protein quinasa de tipo PAK (p21-Activated Kinase) Ste20
gue a su vez es activada por Cdc42 (Leeuw et al., 1998) e interacciona con la proteina de andamiaje
Ste5 que se une a todo el mddulo de MAPKs (Chol et al., 1994; Whiteway et al., 1995). Ste20 es la
encargada de fosforilar a Stell, la MAPKKK de la ruta, que transmite la seial hacia la MAPKK Ste7
y la MAPK Fus3 mediante fosforilaciones secuenciales (Van Drogen et al., 2000). Otro componente
gue también es importante en este proceso es Ste50, una proteina adaptadora que interacciona
con Stell y facilita su activacidon por Ste20 (Ramezani-Rad, 2003). Kss1, la MAPK de la ruta de
crecimiento invasivo o pseudofilamentoso y que es homdloga a Fus3 también se fosforila en

respuesta a feromonas, aunque de forma mas rapida y transitoria (Sabbagh et al., 2001), y ambas
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MAPKs activas regulan las respuestas necesarias para que se produzca el apareamiento (Ma et al.,
1995; Farley et al., 1999). Entre los diferentes sustratos de Fus3 y Kssl1, destacan el factor
transcripcional Stel2 junto a sus reguladores negativos Digl y Dig2, que se inactivan tras su
fosforilacién permitiendo una correcta activacidn transcripcional, y la proteina Farl, necesaria para

la parada en G1 (Elion et al., 1993; Cook et al., 1996).

1.2. La ruta de respuesta a elevada osmolaridad (HOG).

La ruta de respuesta a elevada osmolaridad o ruta HOG (High Osmolarity Glycerol) dirige la
adaptacion fisiolégica de las levaduras frente a un aumento de la osmolaridad externa, regulando
procesos que resultan vitales para su supervivencia, ya que permite una mayor sintesis y retenciéon
de glicerol, un osmolito compatible cuya acumulacion evita la pérdida de agua del interior celular,
provoca una parada temporal del ciclo celular y ajusta los patrones de transcripcion y traduccion,
entre otros mecanismos de adaptacion (Saito and Posas, 2012; Hohmann, 2015; De Nadal and
Posas, 2022). Estas respuestas estan principalmente mediadas por la MAPK de la ruta Hogl, que es
capaz de activarse a través de dos vias de sefializacion independientes que convergen en la MAPKK
Pbs2: la rama SLN1 y la rama SHO1. Se ha demostrado que ambas ramas de la ruta son necesarias
para la activacion de Hogl en respuesta a grandes concentraciones de osmolitos, mientras que en
presencia de osmolaridades moderadas es la via SLN1 la que juega un papel principal en la
sefializaciéon (O’Rourke and Herskowitz, 2004). En la Figura 3 se muestra un esquema de la ruta

HOG, incluyendo los componentes de las dos vias.

La rama de SLN1 de la ruta HOG es una variante de los sistemas de sefalizacién de dos
componentes caracteristicos de células procariotas, pero que también se pueden encontrar en
algunos eucariotas como las plantas y los hongos (Casino et al., 2010). En este caso, el sistema de
sefializacién se compone del sensor histidin quinasa SInl, la proteina intermedia Ypd1 y la protein
quinasa Ssk1, que actlan secuencialmente en una cascada de fosfotransferencia (Posas et al.,
1996). En ausencia de estimulo, SIn1 e Ypd1 actian como reguladores negativos de la ruta: SIn1l se
encuentra constitutivamente activa y se autofosforila, conduciendo a la fosfotransferencia a través
de Ypd1 hasta Sskl. De este modo, Ssk1 fosforilado se mantiene en una forma inactiva incapaz de
interaccionar con las MAPKKKs redundantes Ssk2 y Ssk22. Por el contrario, en presencia de estrés
hiperosmotico SInl se inactiva, deteniendo la reacciéon de fosfotransferencia y dando lugar a la
desfosforilacion de Sski (Fassler and West, 2010). Una vez Ssk1 se encuentra desfosforilada, se une

a Ssk2 y Ssk22 liberandolas de su autoinhibicion y facilitando su autofosforilacion (Posas and Saito,
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1998). Finalmente, las MAPKKKs activas transmiten la sefal hasta la MAPKK Pbs2, la cual en ultima
instancia fosforila a Hogl (Maeda et al., 1995). Mutantes deficientes en SLN1 o YPD1 dan lugar, por

tanto, a una hiperactivacién de la ruta HOG, lo que resulta letal para la levadura (Posas et al., 1996).
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Figura 3. Representacién esquematica de la ruta HOG de S. cerevisiae.

La rama SHO1 de la ruta tiene como componente principal a la proteina de andamiaje Shol, la
cual se localiza en la membrana celular actuando como co-osmosensor e interaccionando con
diferentes componentes de la ruta. En primer lugar, el aumento en la osmolaridad del medio es
detectado por los osmosensores Msb2 y Hrkl, unas proteinas transmembranales que se
encuentran altamente glicosiladas (Tatebayashi et al., 2007) y que permiten la transmision de la
sefial a través de un mecanismo todavia desconocido que implica la interaccion entre ambos
osmosensores y Shol. Opy2, otra proteina transmembrana, se considera un segundo co-
osmosensor que también participa en la seializacidon de forma similar a Shol (Wu et al., 2006).
Seguidamente, la proteina G Cdc42 asociada a membrana atrae y activa a las protein quinasas de
tipo PAK Ste20 y Cla4 (Lamson et al., 2002), las cuales activan al mdédulo de MAPKs fosforilando a
la MAPKKK Stel1 (Van Drogen et al., 2000). Este proceso de activacidn es posible gracias a que
Stell se encuentra asociada a la proteina adaptadora Ste50 (Posas et al., 1998), la cual interacciona
principalmente con Opy2 (Ekiel et al., 2009) y de forma secundaria con Sholy Cdc42, facilitando la
localizacién de Stell en la membrana. Pbs2, la MAPKK de la ruta que es fosforilada por Stell,

también se localiza en la membrana a través de su interaccién con Shol, actuando como proteina
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de andamiaje (Tatebayashi et al., 2006). Finalmente, y al igual que ocurre en la rama SLN1, Pbs2

fosforila a Hogl produciendo la activacion de la ruta.

Cuando Hogl se activa por osmoestrés, su cinética de activacién es rdpida y transitoria,
llegando a su pico maximo de fosforilacidn a los 5 minutos y bajando de forma gradual hasta niveles
basales a los 30 minutos (Hao et al., 2007). Hogl activa se transloca al nucleo, dénde facilita la
expresion de genes necesarios para la adaptacion al estrés mediante la interaccidn con factores de
transcripcion como Hotl, Msn2/4 o Skol (Hohmann, 2002) y a través de su participacion directa en
otros pasos de la transcripcidon (De Nadal et al., 2011). Por otro lado, Hogl tiene como sustratos
citosélicos a enzimas encargadas de la produccion y acumulacién de glicerol, de forma que, en
condiciones en las que Hog1 es incapaz de translocarse al nucleo, las células pueden sobrevivir ante

la presencia de estrés hiperosmatico (Westfall et al., 2008).

Se ha identificado un gran nimero de estimulos mas alla de la hiperosmolaridad que también
son capaces de activar a la ruta HOG: el estrés térmico (Winkler et al., 2002; Hayashi and Maeda,
2006), la hipoxia (Hickman et al., 2011), el 4cido acético (Mollapour and Piper, 2006), la inhibicién
de esfingolipidos (Tanigawa et al., 2012) y el perdxido de hidrégeno (Lee et al., 2017), entre otros.
Con la mayoria de estos estimulos alternativos, la ruta se activa a través de una de sus ramas, pero
no de ambas, con una fosforilacién de Hogl mas moderada y con una cinética de activacién

diferente que en el caso del estrés hiperosmético.

1.3. La ruta de integridad de la pared celular (CWI).

Las levaduras, al igual que el resto de los hongos, presentan pared celular: una estructura
externa compuesta principalmente de polisacaridos (glucanos y quitina) y de proteinas
(manoproteinas). En S. cerevisiae, la pared celular ejerce funciones esenciales para la levadura:
proporciona proteccién frente a cambios en la presidn osmoética y estrés mecanico, establece y
mantiene la morfologia celular y sirve de andamiaje para proteinas de superficie que participan en
procesos celulares clave. Por ello, el mantenimiento de la integridad de la pared celular resulta vital
para las células. Aunque existen diferentes rutas de sefializacion que contribuyen a este
mantenimiento cuando la pared celular sufre alguna alteracién, la principal responsable de la
regulacidon de su composicién y estructura es la ruta de integridad de la pared celular o CWI (Cell

Wall Integrity) (Levin, 2011).
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Los elementos que constituyen la ruta CWI se encuentran representados en la Figura 4. En
primer lugar, el dafio en la pared celular es detectado por una serie de mecanosensores llamados
Wscl-3, Mid2 y Mtll (Jendretzki et al., 2011), los cuales transmiten la sefial a la GTPasa Rhol a
través de alguna de sus GEFs (Rom1/2 y Tus1) (Krause et al., 2012). Rho1 interacciona entonces con
la protein quinasa Pkcl, encargada de activar al médulo de MAPKs formado por Bck1, Mkk1/2 y
SIt2 (Heinisch and Rodicio, 2018). Una vez fosforilada, la MAPK SIt2 activa a diferentes sustratos,
entre los que destacan los factores de transcripcién RIm1 y SBF (complejo formado por Swi4 y Swi6),
los cuales regulan la expresidn de genes de reparacion de la pared celular (Sanz et al., 2018a). A
continuacién, se desarrolla en mayor profundidad la estructura y funcionalidad de cada uno de

estos elementos.

Dafio en pared
’ | celular

Jmaa/ )] T
DL M Mid2/
FAAAAN VP4 Wscl /

‘ Rom1 ’\ - / DY 'Wsc2
Rhol ) N> L) ”
Brust— 102, N

X ‘ / ‘Romz‘ *0 %%
 Pkel
!

Bckl |
A
Mkk1/2 [
I jSpaz\ ;
se2 o\ e

RIm1 | swia/6 / |

Figura 4. Representacion esquematica de la ruta CWI de S. cerevisiae.

1.3.1. Sensores.

Los 5 sensores conocidos de la ruta CWI se dividen en dos pequefias familias: los sensores de
tipo Wsc (Wscl, Wsc2 y Wsc3) y Mid2 y Mtl1 (Kock et al., 2015). Se trata de proteinas de membrana
gue comparten una estructura similar: presentan un Unico dominio transmembranal conectado a
una pequefia cola citoplasmatica y una regién extracelular larga rica en residuos de serina y
treonina que se encuentra altamente O-manosilada (Lodder et al., 1999; Rajavel et al., 1999). El
elemento que diferencia a las dos familias es un dominio situado en el extremo N-terminal en la

zona extracitoplasmatica, el cual se asume que interacciona con componentes de la pared celular.

33



INTRODUCCION

En los sensores de tipo Wsc, este dominio esta compuesto por una regién rica en cisteinas llamada
CRD (Cysteine-Rich Domain) que también se conoce por dominio WSC (Jendretzki et al., 2011),
mientras que en Mid2 y Mtll se trata de un residuo de asparagina N-glicosilado (Hutzler et al.,
2008). De este modo, los sensores se encuentran anclados por un lado a la membrana a través de
su dominio transmembrana y por otro lado a la pared por la interaccidon con el dominio N-terminal,
formando una estructura rigida de tipo nanomuelle capaz de actuar como un mecanosensor y
detectar alteraciones de la pared o la membrana (Heinisch et al., 2010a). Cuando el sensor se activa,
es la cola citoplasmatica la encargada de transmitir la sefial a los componentes que se encuentran
por debajo en la ruta, principalmente a través de su interaccidon con la proteina GEF Rom2

activadora de Rho1l (Philip and Levin, 2001).

Entre los 5 sensores existentes, Wscl y Mid2 ejercen un papel mas relevante en la respuesta
de la ruta CWI al estrés sobre la pared celular. Un mutante wsclA muestra hipersensibilidad a
temperaturas altas y a multiples compuestos que alteran la pared celular o la membrana plasmatica
(Levin, 2005; Straede and Heinisch, 2007), mientras que la ausencia de Wsc2, Wsc3 o ambos no
provoca un aumento significativo de la sensibilidad. A pesar de esto, los defectos en el crecimiento
mostrados por wsclA se potencian cuando también se delecionan WSC2 y WSC3 (Verna et al.,
1997), sugiriendo funciones solapantes de los sensores de tipo Wsc. Respecto al sensor Mid2,
destaca su implicacidn en la respuesta a través de la ruta CWI a agentes de unién a quitina como el
blanco de calcoflior (CFW) (Ketela et al., 1999) o el Rojo Congo (RC) (Bermejo et al., 2010). Por otro
lado, Mid2 también se ha asociado con el proceso de apareamiento, siendo el mutante mid2A

hipersensible al tratamiento con feromonas (Ono et al., 1994).

En cuanto a la distribucion de estos sensores en la membrana, Wscl forma agrupaciones en
zonas de crecimiento polarizado llamadas sensosomas, que aumentan de densidad y de tamafio en
presencia de estrés sobre la pared, estableciendo una relacién entre este agrupamiento y la
activacion de la ruta CWI (Heinisch et al., 2010b). Por el contrario, Mid2 no tiende a formar estos
sensosomas en presencia de estrés, sino que presenta una distribucion uniforme alrededor de toda
la membrana (Rajavel et al., 1999; Spira et al., 2012). A pesar de las diferencias entre Wscl y Mid2
descritas anteriormente, el doble mutante wscIAmid2A es sintético letal y sélo puede crecer en
presencia del estabilizante osmético sorbitol, lo que indica un posible solapamiento funcional de

ambos sensores en el mantenimiento de la integridad de la pared celular (Ketela et al., 1999).

El sensor Mtl1, considerado homodlogo de Mid2 en un 50%, lleva a cabo algunas funciones
redundantes a las de Mid2 (Ketela et al., 1999; Rajavel et al., 1999) y regula la activacién de la ruta

CWI vy la autofagia en respuesta a la ausencia de glucosa y al estrés oxidativo (Petkova et al., 2010;
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Montella-Manuel et al., 2021), sugiriendo un papel especifico de este sensor en la respuesta de la

ruta a algunos estreses no directamente relacionados con la pared celular.

1.3.2. Rhol.

En S. cerevisiae existen 6 GTPasas pertenecientes a la familia Rho (Ras homologous): Rhol-
Rho5 y Cdc42, las cuales se localizan en la membrana plasmatica y llevan a cabo diferentes
funciones relacionadas con el establecimiento y el mantenimiento de la polaridad celular (Pérez

and Rincdn, 2010).

Entre ellas, Rhol, el ortdlogo funcional de la GTPasa RhoA de mamiferos (Qadota et al., 1994),
juega un papel fundamental en el control de la sefalizacion de la ruta CWI. La activacion de Rhol
se encuentra mediada por 3 proteinas GEFs que permiten el intercambio de GDP a GTP: Roml,
Rom2 y Tusl. Tanto Rom1l como Rom2 poseen dominios homdlogos de pleckstrina (PH) que
permiten su unién al fosfatidilinositol (PI)-4,5-bisfosfato (PIP,;) y por tanto su localizacion en la
membrana plasmatica (Audhya and Emr, 2003; Yu et al., 2004), ademas de un dominio N-terminal
responsable de su asociacion con los sensores de la ruta (Philip and Levin, 2001). Asi, mutantes de
delecion de ROM1 o ROM2 son sensibles a temperaturas elevadas y el doble mutante es sintético
letal (Ozaki et al., 1996), lo que pone en evidencia que estas GEFs ejercen funciones solapantes
esenciales para el mantenimiento de la integridad de la pared celular. Por el contrario, Tusl
contiene un dominio PH que no interacciona con PIP, (Yu et al., 2004) y carece del dominio N-
terminal de unién a sensores. Ademas, se ha demostrado que Tus1 es la responsable de activar a
Rho1l de forma dependiente del ciclo celular (Kono et al., 2008), por lo que se asocia la actividad de

esta GEF con la respuesta a sefiales de origen intracelular.

Rho1l activado se asocia entonces con la protein quinasa Pkcl facilitando su activacién y la
transmision de la sefial a través de la ruta CWI (Kamada et al., 1996). Asimismo, también presenta
otros sustratos como la B-1,3-glucano sintasa, las forminas Bnil y Bnrl o el factor de transcripcién
Skn7, los cuales regulan procesos independientes a la ruta CWI (Levin, 2011). La regulacion negativa
de Rhol estd mediada por una serie de proteinas GAPs (GTPase-Activating Protein) que actuan de
forma inversa a las GEFs, favoreciendo la actividad hidrolitica de la proteina G y por tanto la
transformacion de GTP a GDP. Existen 4 GAPs para las que se ha demostrado una interaccidn con
Rho1l tanto in vitro como in vivo: Bem2, Sac7, Bag7 y Lrgl, las cuales regulan a Rhol dependiendo
de su sustrato. De este modo, Lrgl participa en la regulacidn de la B-1,3-glucano sintasa (Watanabe
etal., 2001), Bem2 y Sac7 colaboran en la regulacion negativa de Pkcl (Martin et al., 2000; Schmidt
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et al., 2002) y Bag7 junto a Sac7 controlan procesos relacionados con el citoesqueleto de actina

(Schmidt et al., 2002).

1.3.3. Pkcl.

El genoma de S. cerevisiae codifica una Unica protein quinasa C (PKC) homdloga a las de
mamiferos llamada Pkcl, la cual fue el primer componente de la ruta CWI en descubrirse (Levin et
al., 1990). La delecién de PKCI resulta letal para el crecimiento de las células en condiciones
normales, pero su viabilidad se puede rescatar en presencia de soporte osmético (Levin et al., 1990;
Paravicini et al., 1992). Asi, un mutante pkc1A presenta mayores defectos en el crecimiento que los
mutantes de delecién en componentes del médulo de MAPKs que actian por debajo, lo que sugiere
una funcionalidad de Pkcl en otros procesos mas alla de la ruta CWI (Lee and Levin, 1992). Como
se ha expuesto anteriormente, Pkcl es activada tras la asociacion con la GTPasa Rhol en su forma
activa, lo que confiere a la protein quinasa la habilidad de ser estimulada por la fosfatidilserina
como Unico cofactor (Kamada et al., 1996). Cabe destacar que los cofactores cldsicos de las PKCs
de mamiferos como el diacilglicerol o el Ca?* no funcionan en el caso de Pkcl (Watanabe et al.,

1994).

La estructura de Pkcl esta compuesta por una serie de elementos caracteristicos de las PKCs
gue participan en su activacion: un dominio HR1 (Homology Region), formado por dos regiones
repetidas HR1A y HR1B en su extremo N-terminal que contribuyen a la interaccién con Rhol, un
dominio C1 rico en cisteinas, también constituido por dos regiones repetidas C1A y C1B, que actua
como segundo sitio de interaccion de Rhol, un dominio C2 imperfecto que permite la union de la
fosfatidilserina, y un sitio pseudosustrato que inhibe la actividad de la protein quinasa en
condiciones de inactivacidon mediante la interaccion intramolecular con su dominio catalitico (Levin,

2005; Heinisch and Rodicio, 2018).

Las protein quinasas redundantes Pkh1 y Pkh2 también intervienen en la activacién de Pkcl,
fosforilando su residuo Thr983 localizado en el dominio catalitico (Inagaki et al., 1999). Esta
fosforilacién es necesaria para la activacion completa de Pkcl en presencia de estrés térmico, y un
mutante de Pkcl incapaz de fosforilarse (pkc1™%*) no puede complementar a la cepa pkclA
(Roelants et al., 2004). Asimismo, también se ha descrito la fosforilacion de Pkcl en los residuos

Thr1125 y Ser1143 por parte de TORC2 en algunas condiciones (Nomura and Inoue, 2015).
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Respecto a la localizacion de Pkcl, se ha demostrado que reside en sitios de crecimiento
polarizado de forma dependiente del ciclo celular y de su interaccién con Rhol, y que en respuesta
a estrés sobre la pared se relocaliza en zonas de la superficie celular dafiadas (Andrews and Stark,
2000), lo cual se ajusta a su funcién principal de regulador de la ruta CWI. Por otro lado, también
se ha observado la localizacién de Pkcl en otras zonas menos tipicas como el ntcleo y el huso
mitético (Denis and Cyert, 2005), sugiriendo que Pkcl también podria tener sustratos nucleares. En
esta linea, se ha estudiado el papel de Pkcl en la regulacidon de otros procesos celulares importantes
como el ciclo celular, la sintesis de lipidos de membrana, la endocitosis, la citoquinesis o la autofagia

(Heinisch and Rodicio, 2018).

Concretamente respecto al ciclo celular, Pkcl participa en su regulacién a distintos niveles. Se
ha visto que regula negativamente al programa transcripcional del paso G2/M, dénde destaca la
expresidn de genes relacionados con la ciclina mitética CLB2, a través de la fosforilacién directa del
factor de transcripcion Ndd1 (Darieva et al., 2012). De forma similar, Pkcl fosforila y regula
negativamente a la fosfatasa Mih1 que participa en la entrada a la mitosis, provocando su salida
del nucleo (Yano et al., 2013). Por otro lado, regula positivamente a la fosfatasa PP2A%>>
fosforilando a sus inhibidores 1go1/1go2 y Cdc55 (Thai et al., 2017). Curiosamente, esta fosfatasa
juega un papel ambivalente en la mitosis, pues desfosforila a Mih1 permitiendo su activacién al
mismo tiempo que contrarresta la actividad de la CDK Cdc28 (Pal et al., 2008; Harvey et al., 2011),

por lo que Pkcl podria estar implicada en la regulacidon tanto negativa como positiva del ciclo

celular.

1.3.4. M6dulo de MAPKs.

El primer paso para que se lleve a cabo la transmisidn de la sefial a través del médulo de MAPKs
es la activacion de la MAPKKK Bck1 por parte de Pkcl. Mediante un estudio de fosforilacién in vitro,
se ha demostrado que Pkcl fosforila a Bckl en los residuos Ser939, Thr1119 y Ser1134, localizados
en una region bisagra entre el dominio regulador y el catalitico (Levin et al., 1994). A continuacion,
Bck1 fosforila a las MAPKKs redundantes Mkk1 y Mkk2 en residuos de serina y treonina (lIrie et al.,
1993). Tanto Bckl como ambas Mkk1l y Mkk2 resultan esenciales para la respuesta al dafio en
pared, pues sus mutantes de delecion muestran un fenotipo sensible a diferentes condiciones de
estrés que se revierte mediante la estabilizacion osmatica del medio (Levin, 2011). Finalmente, las
MAPKKs interaccionan con la MAPK SIt2 y la fosforilan en su motivo conservado de activacién -Thr-

X-Tyr-, donde la X equivale a un residuo de acido glutamico (Lee et al., 1993; Soler et al., 1995). A

37



INTRODUCCION

pesar de la redundancia funcional de Mkk1 y Mkk2, se ha descrito un papel predominante de Mkk1
en la transmisidn de la sefial hacia SIt2 (Tatjer et al., 2016). Ademas, estas MAPKKs activan también
a una pseudoquinasa paraloga a Slt2 llamada Mlp1, que se induce en condiciones de activacién de

la ruta CWIy comparte funciones transcripcionales no cataliticas con SIt2 (Kim et al., 2008).

Por otro lado, cabe mencionar el papel de Spa2, una proteina perteneciente al complejo del
polarisoma que actlia como andamiaje para SIt2 y Mkk1/2. Asi, la union de estas proteinas a Spa2
facilita su localizacién en zonas de crecimiento polarizado (Van Drogen and Peter, 2002), aunque la

localizacién predominante de SIt2 y Mkk1/2 es el nucleo y el citoplasma, respectivamente.

1.3.5. Slt2.

La MAPK SIt2, también conocida como Mpkl (Lee et al., 1993), es el ultimo elemento del
mddulo de MAPKs de la ruta CWI que se activa en la cascada de fosforilacién. Como se ha
mencionado anteriormente, son las MAPKKs Mkk1 y Mkk2 las encargadas de fosforilar a Slt2 en los
residuos Thr190y Tyr192 de su motivo conservado de activacion. En un estudio reciente de nuestro
grupo de investigacidn, se ha observado que esta fosforilacién dual por parte de Mkk1/2 se lleva a
cabo de manera ordenada, siendo la Tyr192 la primera en fosforilarse (Gonzalez-Rubio et al.,
2021b). En este mismo estudio, también se demostrd la coexistencia de las formas de Slt2
doblemente fosforiladas, monofosforiladas en treonina o tirosina y no fosforiladas, siendo estas
ultimas las mas abundantes incluso en condiciones de activacion de la ruta. Ademas, se detecto la
presencia de cierta actividad bioldgica de las formas monofosforiladas en treonina, pero no en

tirosina, sugiriendo que dicha fosforilacién resulta esencial para la actividad de la MAPK.

Aparte de las fosforilaciones en el motivo TEY, las MAPKs también pueden fosforilarse en
residuos adicionales por la accion de otras protein quinasas o por un fendmeno de
autofosforilacidn, pudiendo dar lugar a cambios en la actividad catalitica, la localizacion subcelular
o la interaccién con otras proteinas, entre otros efectos. En el caso de Slt2, se ha identificado la
fosforilacién adicional de los residuos Ser423 y Ser428 cuando se activa a la ruta CWI con cafeina.
Estas fosforilaciones son llevadas a cabo por las quinasas de control de ciclo Rad53 y Mec1/Tell,
respectivamente, y mientras que la fosforilacion en la Ser423 provoca la inhibicién de la unién de
SIt2 al factor de transcripcidon Swi4, la fosforilacién en la Ser428 no parece ejercer ningun impacto
sobre la interaccion Slt2-Swi4, siendo hasta el momento desconocida su funcién (Truman et al.,

2009).
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El uso de técnicas de espectrometria de masas resulta muy atil para la realizacidon de ensayos
globales de fosfoprotedmica que permiten la identificacién de nuevos residuos fosforilados en las
proteinas. De este modo, gracias a la realizacion de este tipo de ensayos en diferentes condiciones,
se han podido identificar otros residuos de Slt2 que también se fosforilan: la Ser179, la Ser186, la
Thr195, la Thr251, la Ser340, la Serd16, la Thr453 y la Thr456 (Breitkreutz et al., 2010; Swaney et
al., 2013; Lanz et al., 2021), si bien la posible implicacién funcional de estas fosforilaciones requiere
todavia una mayor investigacion. En la Figura 5 se muestran todos los residuos fosforilados

identificados marcados en la secuencia de Slt2.

Para que cualquier protein quinasa ejerza sus funciones correctamente, es necesario que
disponga de una estructura que le permita fosforilar a sus sustratos mediante la interaccion con
una molécula de ATP y con el grupo fosfo-aceptor (Taylor et al., 2012). La estructura de Slt2 esta
formada por dos mitades claramente diferenciadas: una parte N-terminal dénde se encuentra el
dominio quinasa (o catalitico) y una region C-terminal (Figura 5). Por un lado, el dominio quinasa
esta compuesto por doce subdominios candnicos de las protein quinasas (Hanks and Hunter, 1995),
dentro de los cuales se situan elementos esenciales para la activacion y actividad de Slt2. En los
subdominios VIl y VIII se encuentra el dominio de activacion, donde, a parte del motivo TEY, hay
una region P+1 que actua como estabilizador de los sustratos de la MAPK (Yang et al., 2005) y que
contiene, ademas, al residuo Thr195 cuya delecidn afecta a la funcion catalitica de Slt2 (Gonzalez-
Rubio et al., 2021b). En el subdominio VIlb se encuentra el bolsillo catalitico, dénde el acido
aspartico (Asp153 en Slt2) juega un papel importante en la catalisis (Gonzalez-Rubio et al., 2021a).
En el subdominio Il se localiza un residuo conservado de lisina (Lys54) que lleva a cabo un puente
salino con el residuo Glu72 necesario para el acomodamiento del ATP y por tanto para la actividad
quinasa de la proteina, de forma que, cuando este residuo se encuentra mutado (s/t2*°**), la MAPK
es incapaz de llevar a cabo sus funciones de respuesta a estrés sobre la pared (Martin et al., 1993).
Aparte de esta lisina conservada, existe un residuo gatekeeper (Glu108) situado en el subdominio
V que participa en el acceso del ATP a su sitio de unién (Gonzalez-Rubio et al., 2021a). Asi, la
mutacién de este residuo por otro de menor tamafio se ha usado para obtener una version de Slt2
sensible a analogos (SIt2-AS) que permite la inhibicidn especifica y reversible de la MAPK haciendo
uso de analogos voluminosos de ATP que pueden acomodarse en esta versidén por disponer de un
bolsillo catalitico mas grande (Lopez et al., 2014; Alonso-Rodriguez et al., 2016). Otros elementos
para los que también se ha identificado una implicacién en la actividad catalitica de SIt2 son: una
zona rica en glicinas situada en el subdominio |, cuya Gly35 participa en la unién con el ATP y que

esta seguida de una valina conservada (Val37) que hace contacto hidrofébico con la adenina del
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ATP, y el residuo Gly173 situado al principio del dominio quinasa, el cual se une a iones Mg?* para

coordinar la orientacion de los fosfatos del ATP (Gonzalez-Rubio et al., 2021a).

Por otro lado, Slt2 dispone de una region C-terminal caracteristica de las MAPKs. En ella se
sita un dominio de unién conservado conocido como Common Docking (CD), el cual permite la
interaccion de la MAPK con sus diferentes activadores, inhibidores y sustratos (Tanoue et al., 2000;
Palacios et al., 2011), y dos dominios que intervienen en la actividad transcripcional (TADI y TADII)
de Slt2 de manera independiente (Kim et al., 2007). Ademas, en esta regiéon también se encuentra
una cola C-terminal extra caracteristica de SIt2, como ocurre en su homéloga humana Erk5, y que
no se encuentra en otras MAPKs. Se ha observado que esta zona extra y Unica de SIt2, que incluye
una regién de poliglutaminas, no es vital para su actividad catalitica pero si que ejerce un papel en
la inhibicion de la propia autofosforilacion de la MAPK (Levin-Salomon et al., 2009; Gonzalez-Rubio

etal., 2021b).

Zona rica en glicinas
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Figura 5. Esquema de la estructura primaria de Slt2 de S. cerevisiae (adaptada de Gonzalez-Rubio et al.,
2021a). Se muestran los residuos fosforilados identificados mediante Western Blotting (rojo) vy
fosfoprotedmica (azul). Los residuos implicados en funciones cataliticas estan resaltados con fondo gris. Los
subdominios (I-XI) del dominio quinasa estan indicados en una caja azul debajo de la secuencia, y otras
regiones importantes (zona rica en glicinas, bolsillo catalitico, dominio de activacién, Common Docking (CD)
y cola C-terminal) estan marcadas con su color correspondiente. Las regiones con actividad transcripcional
TAD |y TAD Il estan subrayadas en naranja.
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1.3.6. Reguladores negativos.

La activacion de las rutas de MAPKs debe estar minuciosamente controlada, siendo necesaria
una regulacién negativa que impida su activacidn excesiva y permita una vuelta a las condiciones
basales tras la finalizacion del estimulo. Esta regulacidn negativa es llevada a cabo principalmente
por las protein fosfatasas, que se clasifican en tirosin fosfatasas (PTPs), serin/treonin fosfatasas y
fosfatasas de especificidad dual (DSPs), y son capaces de desfosforilar a las MAPKs en su residuo de
tirosina, de treonina o en ambos, respectivamente (Saxena and Mustelin, 2000). En la ruta CWI, la
MAPK SIt2 puede ser desfosforilada tanto por las tirosin fosfatasas Ptp2 y Ptp3 como por las de
especificidad dual Msg5 y Sdpl (Martin et al., 2005; Gonzalez-Rubio et al., 2019). Asimismo,
también existe una regulacion negativa a nivel de las MAPKKs Mkk1/2 por la serin/treonin fosfatasa
Ptcl, cuya ausencia da lugar a multitud de efectos fenotipicos relacionados con una hiperactivacion
de la ruta (Tatjer et al., 2016). Por otro lado, la ubiquitinacién y degradacién de Pkcl mediada por
Upb3 constituye otro mecanismo de regulacién negativa que se produce en la ruta CWI (Wang et

al., 2008).

1.3.7. Sustratos de Slt2.

SIt2 en su forma activa no solo estd implicada en la remodelacién de la pared celular, sino
también en la regulacién de distintas funciones celulares importantes como la dinamica del
citoesqueleto de actina, la homeostasis del hierro, la progresion del ciclo celular o la mitofagia,
entre otras. Las proteinas que son directamente fosforiladas por SIt2 y, por tanto, se consideran
sustratos de esta MAPK, ejercen de intermediarios entre la activacidon de la ruta CWI y la
modulacién de estas funciones (Gonzalez-Rubio et al., 2022). Slt2, al igual que el resto de MAPKs,
es una serin/treonin quinasa que reconoce y actla sobre el motivo de fosforilacién -S/T-P-
(Roskoski, 2012), aunque la prolina de la posicion +1 no esta presente en algunos casos (Carlson et

al., 2011; Gonzalez-Rubio et al., 2022).

Entre los sustratos conocidos de Slt2, los que han sido estudiados en mayor profundidad son
los factores de transcripcion RIm1 y SBF. En condiciones de activacién de la ruta, RIm1 es el
elemento principal que conduce la respuesta transcripcional frente al dafio en la pared celular,
favoreciendo la expresidn de proteinas de remodelacion de la misma (Sanz et al., 2022). A través
de estudios de fosforilacion in vitro, se detectaron los residuos Ser374, Ser427 y Ser439 como
fosforilados por SIt2 y necesarios para la actividad transcripcional de RIm1 (Watanabe et al., 1997,

Jung et al., 2002), aunque posteriormente se demostré la implicacion también de otros sitios, ya
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gue la mutacidn adicional de otros siete residuos incluidos en motivos consenso de fosforilacion
por MAPKs, condujo a la inactivacion completa de este factor de transcripcion (Sanz et al., 2018b).
Adicionalmente, RIm1 presenta un sitio de unién a MAPKs necesario para su interaccion con Slt2
(Jung et al., 2002). En menor medida, la respuesta transcripcional de la ruta CWI también se
encuentra mediada por SBF, un complejo heterodimérico formado por la subunidad de unién a DNA
Swid y por el activador transcripcional Swi6. En condiciones de estrés, Slt2 y/o su paralogo MlIp1 en
sus formas activas e independientemente de su actividad catalitica se unen a Swi4 formando un
complejo que se dirige a los promotores de un subgrupo especifico de genes que se van a expresar.
Entonces, Swib interacciona con este complejo, dando lugar al reclutamiento de la RNA polimerasa
Il necesaria para la transcripcion. Finalmente, Slt2 fosforila a Swi6 en su residuo Ser238, lo que
induce su salida del nucleo al citoplasma (Kim et al., 2008; Truman et al., 2009; Kim et al., 2010). El
factor SBF también esta implicado en la regulacién transcripcional de la fase G1 del ciclo celular; sin

embargo, esta regulacion parece no estar relacionada con la ruta CWI (Quilis et al., 2021).

Mas alld de RIm1 y SBF, SIt2 regula la expresion de genes en respuesta a estrés mediante la
fosforilacién de la subunidad catalitica de la RNA polimerasa Il Rpbl y de los represores
transcripcionales Ssn8 y Med13. En presencia de niveles altos de especies reactivas de oxigeno
(ROS), SIt2 fosforila a Ssn8 y Med13 favoreciendo su salida del nicleo y degradacion, lo que, ademas
de permitir la expresidn de genes de respuesta a estrés, provoca la fision mitocondrial y el inicio de
la muerte celular programada en las células (Jin et al., 2014; Stieg et al., 2018). En cuanto a Rpbl,
cabe destacar que su fosforilacién no se produce en un motivo -S/T-P- sino en una tirosina,
constituyendo el Unico evento de fosforilacion en tirosina por parte de Slt2 conocido hasta la fecha
(Yurko et al., 2017), aparte de la autofosforilacién en el dominio TEY de activacién que ocurre en
ausencia de su cola C-terminal (Levin-Salomon et al., 2009). Adicionalmente, SIt2 también se ha
vinculado con el control epigenético de la expresidon génica a través de la fosforilacién de la proteina

silenciadora Sir3 (Ai et al., 2002; Ray et al., 2003).

También se han descrito como sustratos de Slt2 otras proteinas con funciones diferentes a la
regulacién transcripcional. Los niveles de activacién de la propia ruta CWI son modulados gracias a
la retrofosforilacién de algunos de sus elementos por parte de Slt2, como Rom2 y Mkk1/2, lo que
da lugar a una regulacién negativa que impide la hiperactivacion de la ruta (Jiménez-Sanchez et al.,
2007; Guo et al., 2009), o de Msg5, cuya fosforilacion se ha propuesto como un mecanismo de
inhibicidn de su accion sobre Slt2, lo que favoreceria el mantenimiento de la activacién de la MAPK
(Flandez et al., 2004). Las rutas de sefalizacion mediadas por la protein quinasa PKA y por el

complejo TORC2, implicadas en multitud de procesos celulares, también estan reguladas por SIt2
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en determinadas condiciones de estrés. Se ha visto que Bcyl, la subunidad regulatoria de la PKA,
puede fosforilarse de forma directa por Slt2 en su residuo Thr129 (no es un sitio -S/T-P-),
provocando la inhibicidn de la actividad catalitica de la PKA (Soulard et al., 2010). Asimismo, las
subunidades Avo2 y Avo3 de TORC2 son fosforiladas por SIt2 en varios residuos, regulando
negativamente la actividad de TORC2 sobre su efector Ypkl (Leskoske et al., 2018). De forma
general, las MAPKs intervienen en la regulacién del ciclo celular de los eucariotas. En esta linea, se
ha descrito que la ruta CWI esta involucrada en la parada del ciclo celular en condiciones de estrés
a través de diferentes mecanismos (Quilis et al., 2021). Entre ellos, se encuentra la fosforilacién
directa por parte de Slt2 de las proteinas Sicl y Mrcl, lo que promueve la parada del ciclo en las
fases G1y S, respectivamente (Moreno-Torres et al., 2017; Duch et al., 2018). SIt2 también regula
la exportacién de mRNAs del nucleo al citoplasma a través de la fosforilacion de la proteina de unidn
a RNA Nab2 (Carmody et al., 2010). Por ultimo, existe una serie de proteinas que se han identificado
como sustratos de SIt2, como Caf20, Rcn2 o Ggal, pero cuya fosforilacion no se ha relacionado

todavia con una funcién concreta (Alonso-Rodriguez et al., 2016).

La fosforilacion de los sustratos de Slt2 mencionados anteriormente se ha podido demostrar
gracias al uso combinatorio de diferentes estrategias bioquimicas: ensayos quinasa in vitro, andlisis
del cambio en la movilidad electroforética de proteinas fosforiladas y uso de anticuerpos
especificos que reconocen fosfo-proteinas, asi como aproximaciones fosfoprotedmicas, aunque en
algunos casos no se han llegado a identificar los residuos implicados (Gonzalez-Rubio et al., 2022).
Entre estas estrategias, el desarrollo de ensayos de fosfoprotedmica mediante espectrometria de
masas en diferentes condiciones de activacidn de la ruta CWI, como los que han llevado a cabo
algunos investigadores (Mascaraque et al., 2013; MacGilvray et al., 2020; Dokladal et al., 2021),
resulta de especial interés para la deteccion de nuevos sustratos de Slt2, pues el cardcter global y a

gran escala de este tipo de ensayos permite identificar un alto nimero de proteinas fosforiladas.

1.3.8. Estimulos activadores.

Como se ha descrito anteriormente, la ruta CWI es la principal encargada de mantener la
integridad de la pared celular de la levadura, permitiendo su regeneracién en condiciones que
afectan a su composicidn y estructura. Por ello, se ha estudiado en profundidad la respuesta de la
ruta a diferentes compuestos que interfieren directamente con la pared celular. Entre ellos, se
encuentran los ya mencionados RCy CFW que se unen a la quitina (Ketela et al., 1999; Garcia et al.,

2004), el complejo enzimatico zimoliasa que tiene actividad B-1,3-glucanasa, proteasa y quitinasa
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(Rodriguez-Pefia et al., 2013), o las equinocandinas que inhiben a la B-1,3-glucan sintasa (Reinoso-
Martin et al., 2003). Sin embargo, la existencia de multiples funciones de SIt2 mas alld de la
biogénesis de la pared, indica que la ruta CWI es capaz de responder a otros estreses no
relacionados con la estabilidad de la pared celular (Jiménez-Gutiérrez et al., 2020b). Asimismo,
existen estimulos que, aunque no tienen como diana principal a la pared celular, pueden afectar a
su integridad de manera indirecta. En la Tabla 1 se detallan los estimulos no especificos de pared
celular que se han descrito como activadores de la ruta CWI, indicando el estrés que provocan e
incluyendo en algunos casos algunas caracteristicas como los sensores implicados en su deteccidn,
si se altera la activacion o la sensibilidad de los mutantes de la ruta por la estabilizacion osmatica y

si se produce despolarizacidn de actina.

Tabla 1. Estimulos no especificos de pared celular que activan a la ruta CWI (adaptada de Jiménez-Gutiérrez
et al., 2020b).

ESTRES AGENTE/ SENSOR | ESTABILIZACION ACTINA | REFERENCIAS
ESTIMULO OSMOTICA* .
Mal Tunicamicina Wscl Sensibilidad: No (Bonilla and
plegamiento Cunningham, 2003;
de proteinas Chen et al., 2005;
Babour et al., 2010;
Rousseau and
Bertolotti, 2016)
DTT (Chen et al., 2005;
Mizuno et al., 2018)
B-mercaptoetanol (Chen et al., 2005)
Fitoesfingosina (Pifia et al., 2018)
(PHS)
pH acido Acido clorhidrico Mid2 Sensibilidad: Si (Claret et al., 2005)
(pH 2.8) Activacién: No
pH basico KOH 35 mM (pH | Wscl Sensibilidad: Si No (Serrano et al., 2006;
8.2) / Tris 50 mM Activacion: Si Kwon et al., 2016)
(pH 8.3)
Pn-AMP1 (péptido | Wscl (Kwon et al., 2016)
antimicrobiano
cationico)
Estrés de Mecanoestrés Mid2 (Mishra et al., 2017)
membrana compresivo
(presion 7 psi)
Mecanoestrés Mid2 (Delarue et al., 2017)
compresivo
(presién 0.4 MPa)
Choque Si (Davenport et al.,
hipoosmético 1995; Kamada et al.,
1995; Hatakeyama et
al., 2017)
Dodecilsulfato Si (Delley and Hall,
sddico (SDS) 1999; Queralt and
Igual, 2005)
Clorpromazina (Kamada et al., 1995)
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Aceite de arbol del

(Straede et al., 2007)

té/
Anfotericina B/
Nistatina
Acido acético Wscl (Mollapour and Piper,
2006; Mollapour et
al., 2009)
Alta temperatura Mid2 Sensibilidad: Si Si (Kamada et al., 1995;
Wscl Activacion: Si Verna et al., 1997;
Gray et al., 1997;
Ketela et al., 1999;
Rajavel et al., 1999;
Martin et al., 2000;
Mensonides et al.,
2005)
Baja temperatura Wscl Sensibilidad: Si No (Corcoles-Saez et al.,
2012)
Estrés Acido 13- Si (Alic et al., 2003)
oxidativo hidroperoxilinoleic
0 (LoaOOH)
Catecolaminas Wscl (Staleva et al., 2004)
Perdxido de Mtl1l Activacion: No Si (Staleva et al., 2004;
hidrégeno (H,0,) Mid2 Vilella et al., 2005; Jin
Wscl etal., 2013)
Diamida Mtl1 Activacion: Si Si (Vilella et al., 2005)
Cloroquina Wscl Sensibilidad: Si (Baranwal et al.,
2014)
Cadmio Mid2 (Xiong et al., 2015)
Nanoparticulas de Wscl (Babele et al., 2018)
oxido de Zinc
Acido valproico Sensibilidad: No (Golla et al., 2016)
Estrés Hidroxiurea Sensibilidad: No (Queralt and lgual,
genotodxico Activacién: No 2005; Soriano-Carot
etal., 2012; Liu and
Levin, 2018)
Metil metano- Sensibilidad: No (Bandyopadhyay et
sulfato (MMS) Activacion: No al., 2011; Soriano-
Carot et al., 2012; Liu
and Levin, 2018)
Pleomicina Sensibilidad: No (Soriano-Carot et al.,
Activacion: No 2012)
Radiacion UV Sensibilidad: No/Si (Bryan et al., 2004;
(Bryan) Soriano-Carot et al.,
Activacion: No 2012)
8-metoxipsoraleno Sensibilidad: Si (Dardalhon et al.,
(8-MOP)/UVA 2009)
Metaloides Arsenito [As(Il1)] (Ahmadpour et al.,
2016)
Arsenato [As(V)] Sensibilidad: Si (Matia-Gonzalez and
Rodriguez-Gabriel,
2011)
Inhibicion de Rapamicina Mid2 Sensibilidad: Si Si (Krause and Gray,
TORC1 Wscl Activacion: Si 2002; Torres et al.,
2002; Soulard et al.,
2010; Moreno-Torres
etal., 2015)
Cafeina Activacion: Si (Martin et al., 2000;

Kuranda et al., 2006)
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Despolimeriza | Latrunculina B No Activacion: Si Si (Harrison et al., 2001)
cion de actina
Estrés de Metilglioxal No Si (Nomura and Inoue,
carbonilo Wscl/ 2015)
Mid2
Otros Quercetina (Vilaga et al., 2012)
Cloruro de cesio Sensibilidad: Si (Casagrande et al.,
2009)
Vanadato de sodio Activacién: Si (Martin et al., 2000)
Etanol (Udom et al., 2019)

* Sensibilidad: si la sensibilidad al estimulo en cuestién de mutantes de delecién en genes de la ruta se
contrarrestd con estabilizacion osmatica. Activacion: si la activacion de Slt2 por el estimulo disminuyd en
presencia de estabilizacién osmética.

**Despolarizacion de actina.

El sorbitol se ha usado extensamente en el estudio de la ruta CWI como estabilizador osmético
con el fin de contrarrestar la falta de proteccidon de una pared celular dafiada. De este modo, la
recuperacion del crecimiento de mutantes de la ruta o la bajada en la activacion de Slt2 en medios
estabilizados osmdticamente es un indicador de si un estimulo concreto afecta a la pared celular
(Jiménez-Gutiérrez et al., 2020b). Por otro lado, se ha descrito la despolarizacidn y repolarizacién

de actina como un fenémeno ligado con la ruta CWI (Delley and Hall, 1999).

Respecto a los diferentes estimulos de la ruta identificados, cabe destacar la heterogeneidad
en su naturaleza y en sus mecanismos de activacion. Dos claros ejemplos de ello son: el estrés
oxidativo, ya que para la deteccién de cada uno de los agentes oxidantes descritos actia un sensor
de la ruta diferente (Jiménez-Gutiérrez et al., 2020b), y el estrés genotdxico, frente al que la
activacion de Slt2 se produce intracelularmente a través de la degradacion proteosomal de la

fosfatasa Msg5 en lugar de seguir el circuito de activacién clasico (Liu and Levin, 2018).

1.4. Mecanismos de entrecruzamiento entre las rutas de seializacion.

Las diferentes rutas de transduccion de sefiales presentes en las células no actian siempre de
manera independiente en respuesta a sus estimulos especificos, sino que interaccionan entre ellas

en determinadas condiciones.

Asi, se ha visto que las rutas de MAPKs HOG y CWI interfieren en el proceso de apareamiento
de la levadura a través de la inhibicion de la ruta de apareamiento en ciertas situaciones de estrés

(Van Droguen et al., 2020). En primer lugar, se observd que en condiciones de hiperosmolaridad y
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solamente en ausencia de Hogl, se activaba la ruta de apareamiento, sugiriendo un papel
inhibitorio de esta MAPK sobre la activacion de Fus3 y Kss1 (O’Rourke and Herskowitz, 1998).
Posteriormente, se identificé la fosforilacion por parte de Hogl de la proteina adaptadora Ste50 y
del represor de la traduccion Rck2, los cuales limitan la activacion de Fus3 y Kss1 en presencia de
estrés hiperosmotico (Hao et al., 2008; Nagiec and Dohlman, 2012). Asimismo, en un estudio
reciente se ha observado que Hogl regula a Cdc42 a través de su GAP Rgal, impidiendo la accién
de esta proteina G en la ruta de apareamiento (Patterson et al., 2021). La ruta CWI, por su parte,
es capaz de reducir la sefializacidn a través de la ruta de apareamiento en condiciones de estrés
mecanico y estrés oxidativo mediante la fosforilacion por parte de Pkcl de la proteina de andamiaje

Ste5, provocando su disociaciéon de la membrana (Van Drogen et al., 2019; Lee et al., 2020).

Por otro lado, se han detectado fendmenos de entrecruzamiento entre las rutas HOG y CWI
en respuesta a determinados estimulos. La zimoliasa, que afecta de forma directa a la pared celular,
provoca una activacion de Slt2 que es dependiente del funcionamiento de la rama SHO1 de la ruta
HOG (Bermejo et al., 2008). De forma similar, en la activacién de SIt2 en respuesta al detergente
SDS también se requiere la participacion de la ruta HOG, en este caso a través de su MAPKKK Ssk2.
Ademas, se ha demostrado la interaccidn fisica entre las MAPKKs Mkk1 y Pbs2 y las MAPKs SIt2 y
Hogl (Jiménez-Gutiérrez et al., 2020a), asi como la interaccion entre Stell (MAPKKK de la rama
SHO1) y Mkk1 a través de Nstl (Leng and Song, 2016). En otro estudio, se identificé la acumulaciéon

de glicerol como mediador del entrecruzamiento entre estas dos rutas (Laz et al., 2020).

Mas alla de la interaccidon de las rutas de MAPKs entre ellas, también se han identificado
eventos de entrecruzamiento entre las rutas de MAPKs y otras rutas no-MAPKs presentes en la
célula. Atendiendo a la ruta CWI, se han descrito multiples situaciones en las que interacttda con
otras vias de sefializacién o de regulaciéon. Las rutas mediadas por la protein quinasa PKA y el
complejo TORC1, implicadas principalmente en el crecimiento celular en respuesta a nutrientes,
estan reguladas negativamente por la ruta CWI a distintos niveles en presencia de estrés. Asi, el
sensor Wscl media la activacién y la inhibicién de las rutas CWI y PKA, respectivamente, en
respuesta a la caspofungina (Garcia et al., 2017) y SIt2 promueve la inactivacidn de la PKA a través
de la fosforilacidon de su subunidad regulatoria Bcyl en presencia de rapamicina (Soulard et al.,
2010). TORC1, por su parte, es inhibida cuando la levadura se expone a un estrés sobre el reticulo
endoplasmico de forma dependiente a Slt2 (Sdnchez-Adria et al., 2022). Esta ruta, ademas, ejerce
a su vez una regulacion negativa de la ruta CWI en condiciones favorables para el crecimiento, a
través del efector Sch9 (Dokladal et al., 2021). La ruta mediada por el complejo TORC2 e implicada

en la homeostasis de lipidos y proteinas también es regulada negativamente por Slt2, a través de
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la fosforilacion de sus subunidades Avo2/3 (Leskoske et al., 2018). Por otro lado, la respuesta de la
ruta CWI al estrés oxidativo requiere de la unién de Slt2 con las glutaredoxinas Grx3/4, unas
proteinas esenciales para la homeostasis del hierro (Pujol-Carrion and De la Torre-Ruiz, 2017). En
esta linea, la homeostasis del hierro es regulada a su vez por Slt2 a través de la fosforilacién del
factor de transcripcion Aftl, dando lugar a su inactivacién en condiciones de escasez de hierro
(Pujol-Carrion et al., 2021). La ruta de biosintesis de trehalosa, un disacarido que se acumula en
situaciones de estrés llevando a cabo una funcién protectora (Li et al., 2009), también parece estar
relacionada con la ruta CWI. En presencia de estrés térmico, la activacion de SIt2 disminuye en un
mutante carente de la enzima Tps1, lo que sugiere que la activacion de la ruta en estas condiciones

requiere de la acumulacidn de trehalosa en la célula (Mensonides et al., 2005).

2. LOS ANTIFUNGICOS AZOLICOS.

En los ultimos afios, el numero y la gravedad de las infecciones fungicas ha aumentado
considerablemente debido a un incremento de la poblacién inmunocomprometida, en la que una
infeccidn fungica invasiva puede llegar a ser mortal. Entre los hongos patégenos de humanos,
Candida albicans y otras especies de Candida, Cryptococcus neoformans y Aspergillus fumigatus
son los causantes de la mayoria de las infecciones. La levadura C. albicans, ademas, es un
componente habitual de la microbiota humana y responsable de infecciones superficiales muy
comunes en individuos inmunocompetentes, como la candidiasis vaginal u orofaringea (Pfaller and

Diekema, 2010; Robbins et al., 2017).

Dado que los hongos son organismos eucarioticos, el nimero de dianas selectivas disponibles
para el desarrollo de terapias antifungicas es limitado, por lo que sdlo existe un nimero reducido
de tipos de antifungicos diferentes con utilidad para su uso en clinica, como son los azoles, que
inhiben la sintesis del ergosterol, los polienos, que se unen al ergosterol alterando la membrana
plasmatica, las equinocandinas, que afectan a la pared celular, o las pirimidinas, que inhiben la
sintesis de DNA (Robbins et al., 2017; Wall and Lopez-Ribot, 2020). Entre ellos, los azoles son los
antifungicos mas empleados en el mundo para el tratamiento de infecciones micéticas debido a su
gran espectro de accién, su seguridad y su disponibilidad tanto en formulaciones orales como
intravenosas. Su estructura se caracteriza por la presencia de uno o varios anillos azélicos de 5
atomos que incluyen dos (imidazoles) o tres (triazoles) 4&tomos de nitrogeno (Figura 6) (Shapiro et

al., 2011).
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Figura 6. Estructura de dos imidazoles (clotrimazol y ketoconazol) y de dos triazoles (fluconazol e itraconazol).

El mecanismo de accion de los azoles se basa en la inhibicion de la sintesis del ergosterol, un

lipido de membrana presente en hongos, pero no en células animales, que ejerce un papel

fundamental como bioregulador de la fluidez, asimetria e integridad de la membrana plasmatica

(Carrillo-Mufioz et al., 2006). Esta inhibicidn se produce en el paso mediado por la enzima citocromo

P450 (CYP450), también conocida como lanosterol 14a- desmetilasa y codificada por el gen ERG11,

la cual es bloqueada por los azoles a través de la unién de su grupo hemo con uno de los nitrégenos

del anillo azélico. El resultado es una reduccion significativa del ergosterol y una acumulacion de

intermediarios téxicos, mediante la accién de Erg3 (Figura 7). Estos efectos, en ultima instancia,

impiden el crecimiento y la divisidon celular de los hongos e inducen estrés de membrana, lo que

otorga a estos antiflngicos un caracter fungistatico (Cowen and Steinbach, 2008).
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Figura 7. Mecanismo de accidn de los azoles (adaptada de Cowen, 2008).

La aparicion de cepas resistentes a los distintos antifingicos y, en especial, a los azoles, es un
problema emergente y que se asocia con el uso masivo de estos farmacos tanto en el dmbito clinico
como en la agricultura (Fisher et al., 2018). Algunos de los mecanismos de resistencia a azoles que
han desarrollado los hongos patdgenos son: la alteracion de la enzima diana (Ergll), la
sobreexpresion de bombas de expulsidn, la pérdida de funcién de Erg3 o la activacién de respuestas
celulares al estrés (Cowen and Steinbach, 2008). Profundizando en este Ultimo mecanismo, se ha
identificado a la chaperona Hsp90 como el principal regulador de la respuesta celular a azoles en C.
albicans, funcién en la que también colaboran otros elementos implicados en sefializacién como la
calcineurina y la ruta CWI, a través de su interaccidon con Hsp90 (Cowen et al., 2008; Lafayette et

al., 2010).

2.1. Los imidazoles.

Los imidazoles fueron los primeros antifungicos azdlicos en descubrirse y utilizarse en clinica,
y entre ellos destacan el clotrimazol, el ketoconazol, el miconazol y el econazol. Debido a que su
selectividad hacia la enzima CYP450 de hongos no es suficientemente elevada y son capaces de
inhibir a la misma enzima de mamiferos, su uso sistémico se ha asociado con la aparicion de efectos
secundarios serios. Por ello, actualmente tienen un uso predominantemente tépico,
considerandose tratamiento de primera linea en muchas micosis superficiales (Allen et al., 2015).
A parte de la inhibicién de la sintesis del ergosterol, se ha asociado a algunos imidazoles con un

mecanismo de accién mds complejo. Este es el caso del clotrimazol y el miconazol, para los cuales
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se ha descrito un efecto fungicida a concentraciones elevadas relacionado con el dafio directo en
la membrana plasmatica (Sud and Feingold, 1981; Fromtling, 1988). El tratamiento de C. albicans
con miconazol, ademds, se ha asociado en diversas investigaciones con un incremento en los niveles
de ROS de las células, lo que sugiere que este imidazol también es capaz de generar estrés oxidativo

(Kobayashi et al., 2002; Francois et al., 2006; De Cremer et al., 2016).

2.1.1. El clotrimazol.

El clotrimazol fue uno de los primeros imidazoles en desarrollarse, sintetizdndose por primera
vez en 1969. En la actualidad, su uso como antimicético se centra en el tratamiento de infecciones
superficiales como el pie de atleta (tinea pedis) y la candidiasis vaginal u orofaringea (Fromtling,
1988; Crowley and Gallagher, 2014). Adicionalmente a su accion sobre los hongos, el clotrimazol
también parece ejercer un papel antimicrobiano frente a otros microorganismos, como las
bacterias del género Mycobacterium y Streptomyces, a través de la inhibicién de sus citocromo
P450 mono-oxigenasas (Mclean et al., 2002), y el pardsito causante de la malaria Plasmodium
falciparum, mediante la inhibicién de su hemoperoxidasa y un aumento del estrés oxidativo (Tiffert
et al., 2000; Trivedi et al., 2005). Por otro lado, se ha demostrado con ensayos tanto in vitro como
in vivo la actividad antiproliferativa del clotrimazol frente a diferentes tipos de cancer, a través de
una serie de mecanismos de accion diversos. Entre ellos, se encuentra la alteracion de enzimas
glicoliticas (Dummer et al., 2005; Mcdonald et al., 2019), la bajada de los depdsitos de Ca?*
intracelular (Aktas et al., 1998) o la inhibicién de quinasas implicadas en sefalizacion como la
fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) (Furtado et al., 2015). Esta variedad en las dianas y en las
enfermedades sobre las que actua el clotrimazol, hace que este compuesto resulte de especial

interés para el desarrollo de futuros tratamientos.

2.2. Los triazoles.

Los primeros triazoles (fluconazol e itraconazol) se descubrieron en la década de los 90,
suponiendo un gran avance en el tratamiento de las infecciones fungicas. Su mayor espectro de
accion, su mayor selectividad hacia la enzima CYP450 de hongos y su mejor perfil farmacocinético
hizo que sustituyeran rapidamente al ketoconazol en el tratamiento de infecciones sistémicas. El
fluconazol en especial se ha utilizado extensamente como profilaxis y como terapia en diferentes

tipos de infecciones (Maertens, 2004). De hecho, este farmaco es el azol que mas se ha empleado
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en estudios de susceptibilidad, de respuesta a estrés y de desarrollo de resistencias. En C. albicans,
se ha visto que el fluconazol es capaz de activar a la ruta CWI a través de la fosforilacion de su MAPK
Mkc1 (Navarro-Garcia et al., 2005; Roman et al., 2016) y otros investigadores han observado una
mayor susceptibilidad al fluconazol en mutantes de delecidn de diferentes genes de esta ruta (PKC1,
BCK1, SLT2 y SWI4) tanto en S. cerevisiae como en C. albicans, sugiriendo que el uso combinatorio
del fluconazol con inhibidores de la ruta CWI podria considerarse una buena estrategia terapéutica

(Lafayette et al., 2010).

Por ultimo, cabe mencionar que en las ultimas décadas se han desarrollado nuevos triazoles
considerados de “segunda generacién” (voriconazol, posaconazol, isavuconazol y ravuconazol), que
parten de analogos estructurales de los primeros triazoles, con el fin de conseguir fdrmacos mas
eficaces frente a infecciones sistémicas severas que en muchas ocasiones presentan resistencia a

los azoles clasicos (Jovi¢ et al., 2019).
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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Dado el papel relevante que ejercen las rutas de MAPKs en la adaptacion de las células
eucaridticas a los cambios externos y su implicaciéon en la regulacién de multiples funciones
celulares esenciales, su estudio resulta de especial interés. Concretamente en nuestro grupo de
investigacidon, nos hemos centrado en el andlisis de la ruta de integridad de la pared celular (CWI)
de Saccharomyces cerevisiae, abordando diferentes aspectos como la identificacion de nuevos
estimulos de la ruta, la elucidacién de los mecanismos de activacion y de regulacion de la
sefializacion a través de la ruta o el estudio de la funcionalidad de sus componentes, como la MAPK

SIt2, entre otros.

Previamente a la realizacidn de esta tesis doctoral, se llevd a cabo un screening con diferentes
compuestos con el fin de encontrar algunos que fueran capaces de estimular a la ruta CWI. Entre
ellos, el antifungico clotrimazol resulté ser un potente activador, pues provocd un aumento
considerable de la fosforilacién de Slt2 junto con la aparicién de una forma de menor movilidad

electroforética de la MAPK que no habia sido descrita para otros estimulos de la ruta.

Puesto que se ha estudiado poco como afectan los azoles a las rutas de MAPKs fungicas, siendo
este conocimiento util para determinar cémo responden y se adaptan los hongos al tratamiento
con estos antifungicos e incluso poder desarrollar nuevas estrategias terapéuticas, decidimos
profundizar en el papel de las rutas de MAPKs (en especial de la ruta CWI) en la respuesta de S.

cerevisiae a los azoles, y concretamente al clotrimazol.
Para ello, se plantearon los siguientes objetivos:

- Caracterizar la sefializacién y la respuesta al clotrimazol a través de la ruta CWI y de otras

rutas de MAPKSs.

- Estudiar la forma de menor movilidad electroforética de fosfo-Slt2 caracteristica del

tratamiento con el clotrimazol.

- Analizar la fosforilaciéon de proteinas provocada por el clotrimazol mediante un ensayo

global de fosfoprotedmica, profundizando en aquellas fosforilaciones dependientes de Slt2.
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1. MICROORGANISMOS EMPLEADOS.

Se utilizaron las cepas de Saccharomyces cerevisiae detalladas en la Tabla 2.

Tabla 2. Cepas de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo, su genotipo y su procedencia.

CEPA GENOTIPO PROCEDENCIA

BY4741 MATa; his301; leu2A0; met15A0; ura3A0 Euroscarf, Alemania

Y00993 Isogénica BY4741; slt2A::kanMX4 Euroscarf

Y01328 Isogénica BY4741; bck1A::kanMX4 Euroscarf

Y02724 Isogénica BY4741; hoglA::kanMX4 Euroscarf

Y07101 Isogénica BY4741; pbs2A::kanMX4 Euroscarf

Y01561 Isogénica BYA741; ssk1A::kanMX4 Euroscarf

Y06116 Isogénica BY4741; sholA::kanMX4 Euroscarf

Y02487 Isogénica BY4741; mkk1A::kanMX4 Euroscarf

Y02112 Isogénica BY4741; mkk2A::kanMX4 Euroscarf

Y05280 Isogénica BY4741; rom2A::kanMX4 Euroscarf

Y04700 Isogénica BY4741; rom1A::kanMX4 Euroscarf

Y06028 Isogénica BY4741; tus1A::kanMX4 Euroscarf

Y01784 Isogénica BY4741; wsc1A::kanMX4 Euroscarf

Y07814 Isogénica BY4741; mid2A::kanMX4 Euroscarf

Y04653 Isogénica BY4741; mtl1A::kanMX4 Euroscarf

Y02739 Isogénica BY4741; rim1A::kanMX4 Euroscarf

Y06109 Isogénica BY4741; swidA:: kanMX4 Euroscarf

Y04131 Isogénica BY4741; swibA::kanMX4 Euroscarf

Y06913 Isogénica BY4741; sod1A::kanMX4 Euroscarf

Y04718 Isogénica BY4741; ctt1A::kanMX4 Euroscarf

Y01261 Isogénica BY4741; tpk1A::kanMX4 Euroscarf

Y01089 Isogénica BY4741; tpk2A::kanMX4 Euroscarf

Y05016 Isogénica BY4741; tpk3A::kanMX4 Euroscarf

Y03265 Isogénica BY4741; tps1A::kanMX4 Euroscarf

Y06692 Isogénica BY4741; tps2A::kanMX4 Euroscarf

Y00847 Isogénica BY4741; tps3A::kanMX4 Euroscarf

Y06152 Isogénica BY4741; tsl1A::kanMX4 Euroscarf

YMJ29 MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; (Jiménez-Sanchez et al., 2007)
mkk2A::kanMX4; mkk1A::SpHIS5

pkclA Isogénica BY4741; pkclA::HIS3 Dr. Javier Arroyo

CML128 MATa; leu2-3,112; ura3-52; trp1; his4; can1" (Gallego et al., 1997)

MML344 Isogénica CML128; pkc1::LEU2 (De la Torre-Ruiz et al., 2002)

WT-RLM1Myc Isogénica BY4741; RLM1-6MYC::HIS3 (Garcia et al., 2016)

sit2A-RLM1Myc Isogénica BY4741; slt2A::kanMX4; RLM1- (Garcia et al., 2016)
6MYC::HIS3

WT-SWI6Myc Isogénica BY4741; SWI6-6MYC::LEU2 (Sellers-Moya et al., 2021)

rimiA Isogénica BY4741; rim1A::TRP1 (Sanz et al., 2018b)

BY4741-T Isogénica BY4741; trp1A::natMX6 (Sellers-Moya et al., 2021)

becylA Isogénica BY4741; bcylA::kanMX4 (Garcia et al., 2017)

Para el mantenimiento de plasmidos y la realizacién de técnicas de biologia molecular, se
utilizoé la cepa de Escherichia coli DH5a: F'[K12A(lacZYA-argF) U169 deoR supE44thi-1 recAl endAl
hsdR17 gyrA96 rtelA1(d80lacZM15)] F.
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Para su conservacion durante largos periodos de tiempo, las cepas de levadura y de E. coli se
mantuvieron a una temperatura de -80 °C en soluciones de glicerol al 50% y al 25% (v/v),

respectivamente.

2. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.

En general, se llevaron a cabo las técnicas bdsicas de biologia molecular siguiendo los

protocolos convencionales (Sambrook and Russel 2001; Ausubel et al., 1993).

La extraccién de DNA plasmidico de E. coli se realiz6 mediante lisis alcalina o mediante el
empleo de los kits comerciales NZTMiniprep (Nzytech) o Nucleospin plasmid (MacheryNagel),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La pureza y concentracidn del DNA extraido se midié con

un Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific).

La amplificacion de DNA mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se llevé a cabo
en un MiniCycler PTC-150 (MJ Research), optimizando el protocolo y la eleccién de la enzima
polimerasa segln las necesidades. Las enzimas de restriccion, la fosfatasa alcalina y la T4 DNA ligasa
que se utilizaron para subclonacién fueron suministradas por la casa comercial Roche, junto a sus
respectivos tampones. El DNA se visualizé en geles de agarosa al 1% preparados en tampdn TAE 1X
(Tris Acetato 0.04 M, EDTA 0.1 mM) tefiidos con solucion del agente intercalante Gel-Red (Sigma).
Para la obtencién de imagenes se empled el transiluminador de luz ultravioleta (UV) MiniLumi (DNR
Bio-imaging systems) y el kit comercial Gene-Clean (Q-BlIOgene-BI0101 systems) se usé para la

elucién del DNA de geles de agarosa.

La transformacidon de plasmidos en E. coli se realizd segun el método de Inoue et al., (1990) y
la de S. cerevisiae empleando acetato de litio y polietinelglicol (PEG) (Ito et al., 1983; Chen et al.,

1992).

La secuenciacion de DNA fue realizada por la Unidad de Gendmica de la UCM que cuenta con

un secuenciador automatico multicapilar ABI Prism 3730 (Applied Biosystems).

Los plasmidos y oligonucleétidos empleados en este trabajo se encuentran detallados en las

Tablas 3 y 4, respectivamente.
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Tabla 3. Plasmidos utilizados en este trabajo, sus caracteristicas y su procedencia.

NOMBRE

pRS316
PRS316-SLT2

pVvD67

pRS305myc

pRS314
pRS314-RLM1-HA
pRS314-rim1-3m-HA
pRS314-rim1-
L324A/V326A-HA
pRS314-rim1-10m-HA
pFA6a-natMX6
YEplac112-llvé-
mCherry

p2313 (YEp351 SLT2-
FLAG)

p2316 (YEp351
SIL2TI0AYI92F_£) A G)
pRS316-s/t2T190A
pRS316-s/t2Y1%%F
pRS316-s/t2XP
pRS316-s/t2T1%5V
pRs316_sIt2Y143A,Sl46A
PRS316-s/t25179A5186A
pRS316-s/t25393A
pRS316-s/t2Y407A
pRS316-
slt2T413A,S414A,S416A
p2826 (YEp351
slt25423A,S428A_FLAG)
pRS316-s/t27%51A
pRS316-s/t28¢374
pUC57-s/t2-phosmut
pRS316-s/t2-phosmut
pRS316-s/t2-5m
pRS316-s/t25445A
pRS316-s/t2™53V
pRS316-s/t2™>5V
pRS316-s/t2™67V
pR5316_sIt2T453VT456V

CARACTERISTICAS

Ori AmpR CEN6 URA3 lacZ

Ori AmpR CEN6 URA3 lacZ SLT2

Ori 2u AmpR URA3 PKC1-GFP
Integrativo AmpR LEU2 6MYC

Ori AmpR CEN6 TRP1 lacZ

Ori AmpR CEN6 TRP1 lacZ RLM1-HA
Ori AmpR CEN6 TRP1 lacZ rim1-3m-HA
Ori AmpR CEN6 TRP1 lacZ rim1-
L324A/V326A-HA

Ori AmpR CEN6 TRP1 lacZ rim1-10m-HA
Ori AmpR natMX6

Ori 2u AmpR TRP1 ILV6-mCherry

Ori 2u AmpR LEU2 lacZ SLT2-FLAG
Ori 2u AmpR LEU2 lacZ slt2™90AY192F_FI AG

Ori AmpR CEN6 URA3 lacZ slt2™9%

Ori AmpR CEN6 URA3 lacZ slt2Y19%F

Ori AmpR CEN6 URA3 lacZ slt2XP

Ori AmpR CEN6 URA3 lacZ slt2™%V

Ori AmpR CEN6 URA3 lacZ s[t2Y14345146A
Ori AmpR CEN6 URA3 lacZ s[t25179454864
Ori AmpR CEN6 URA3 lacZ s[t253°34

Ori AmpR CEN6 URA3 lacZ slt2¥4074

Ori AmpR CEN6 URA3 lacZ
Slt2T413A,S414A,S416A

Ori 21 AmMpR LEU2 lacZ slt2542345428A_FI AG

Ori AmpR CEN6 URA3 lacZ slt272514

Ori AmpR CEN6 URA3 lacZ slt2°¢74

Ori AmpR lacZ slt2-phosmut

Ori AmpR CEN6 URA3 lacZ slt2-phosmut
Ori AmpR CEN6 URA3 lacZ slt2-5m

Ori AmpR CEN6 URA3 lacZ slt25445

Ori AmpR CEN6 URA3 lacZ slt27>3V

Ori AmpR CEN6 URA3 lacZ slt27%V

Ori AmpR CEN6 URA3 lacZ slt274¢7V

Ori AmpR CEN6 URA3 lacZ s[t27433VT456V
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Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo, su secuencia y la funcidn para la que se emplearon.

NOMBRE
SWi6Myc Fw

SWI6Myc Rv

MLP1 Fw
MLP1 Rv
CRG1 Fw
CRG1 Rv
PIR3 Fw

PIR3 Rv

SRL3 Fw
SRL3 Rv

ACT1 Fw
ACT1Rv

TRP1-nat Fw

TRP1-nat Rv

SLT2 Fw

SLT2 Rv

slt2Y143A,5146A Fw

slt2Y143A,5146A Rv

SECUENCIA 5’ -3’

CTGACGAAATGCAAGATTTTTTAAAAAAGCATGCTTCA
GCTATGGAGCAAAAGCTCATTTCTG

CAAATAAAGTCATAAAAGTTAATGCAATGAAATCACAT
GCCCTTTTTAAGCAAGGATTTTC

TGAATTATCAAGAATGCACAAAAGC

TCCTTCCCTTCAAACATTGGTT

TCGATTTGGAGATATTGAAGTCACA

GCATTTGGGTCCGAAGGA

TCGTTGCCAACAGACAGTTC

TACCTTCTGGGGTGATGGAC

TTCGTCCAAACATGCCAAAA

GACCAACGTAACGGCGAAA

ACGAAAGATTCAGAGCCCCA

GCAGATTCCAAACCCAAAACA

GCACGTGAGTATACGTGATTAAGCACACAAAGGCAGC
TTGGCGTACGCTGCAGGTCGAC

CAATACTTAAATAAATACTACTCAGTAATAAC
CTATTTCTTAGCATCGATGAATTCGAGCTCG

CAATTCTGGGAGATGGCTG

CAAACTTCCGCGGAGTACG

CAAATATTATGTGGTTTAAAGGCTATTCATGCCGCAGA
TGTCTTGCATC
GATGCAAGACATCTGCGGCATGAATAGCCTTTAAACCA
CATAATATTTG
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FUNCION

Fusion del gen SWiI6 al
epitopo 6MYC. Las zonas
homodlogas a SWI6 estan
subrayadas. Se amplifico el
plasmido pRS305myc que
contiene la secuencia de

6MYC vy el fragmento
obtenido se introdujo en la
levadura para la

recombinacion con SWI6.
Amplificacion del gen MLP1
mediante PCR cuantitativa
a tiempo real.

Amplificaciéon del gen CRG1
mediante PCR cuantitativa
a tiempo real.

Amplificacion del gen PIR3
mediante PCR cuantitativa
a tiempo real.

Amplificacion del gen SRL3
mediante PCR cuantitativa
a tiempo real.

Amplificacion del gen ACT1
mediante PCR cuantitativa
a tiempo real.

Interrupcién del gen TRP1
con la cassette natMX6. Las
zonas homologas a TRP1
estdn  subrayadas.  Se
amplific6 el  plasmido
pFA6a-natMX6 % el
fragmento obtenido se
introdujo en la levadura
para la recombinacién con
TRP1.

Amplificacion del gen SLT2
completo. Se usaron como
oligonucledtidos externos
para llevar a cabo
mutagénesis de SLT2 por
PCR solapante.
Mutagénesis del gen SLT2
en los residuos Y143 y S146
mediante PCR solapante.
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slt251 79A,5186A Fw

sltzsl 79A,5186A Rv

sIt25334 Fw

slt253%3A Ry

slt2V497A Fw

slt2Y497A Ry

slt. 2T413A,S414A,S416A

Fw
SIE2T413A,5414A,5416A

Rv
Ext SLT2 Fw

Ext SLT2 Rv

slt2-5m Fw

slt2-5m Rv

sIt25445A Fw

sIt254454 Ry

slt2™53V Fw

sIt27™53V Ry

sIt2™5 Fw

slt2™5V Ry

sIt2™67V Fw

sIt27¢7V Ry

slt2T453V,T456V Fw

slt2T453V,T456V Rv

GAGAATCCTGTCGAAAACGCTCAATTTTTGACGGAG

GTTTTCGACAGGATTCTCAGCATAACCTCGAGCTAAC

GCAACAGCAGCCTGCTGATGTGGATAATGGC

GCCATTATCCACATCAGCAGGCTGCTGTTGC

GCAGCGAGTGAAGAAAATGCTCCAAAACAGATGGCC

GGCCATCTGTTTTGGAGCATTTTCTTCACTCGCTGC

CCAAAACAGATGGCCGCTGCTAATGCTGTTGCGCCACA

ACAAG

GGCCATCTGTTTTGGAGCATTCTCTTCACTCGC

GCTATGACCATGATTACGCC

CACTATAGGGCGAATTGGAGC

GGCATGATGCAGATTTCCCAC

GTGGGAAATCTGCATCATGCC

CCTCGACCTCAAGAGGCTATGATGGAGATGAG

CTCATCTCCATCATAGCCTCTTGAGGTCGAGG

GAGATGAGACCTGCCGTTGGAAATACCGCAG

CTGCGGTATTTCCAACGGCAGGTCTCATCTC

CCTGCCACTGGAAATGTTGCAGATATTCCGCC

GGCGGAATATCTGCAACATTTCCAGTGGCAGG

CAGAATGATAACGGCGTTCTTCTAGACCTTG

CAAGGTCTAGAAGAACGCCGTTATCATTCTG

GAGATGAGACCTGCCGTTGGAAATGTTGCAGATATTCC

GCC

GGCGGAATATCTGCAACATTTCCAACGGCAGGTCTCAT
CTC

Mutagénesis del gen SLT2
en los residuos S179 y S186
mediante PCR solapante.

Mutagénesis del gen SLT2

en el residuo S393
mediante mutagénesis
dirigida.

Mutagénesis del gen SLT2
en el residuo Y407
mediante mutagénesis
dirigida.

Mutagénesis del gen SLT2
en los residuos T413,S414y

S416 mediante PCR
solapante.
Obtencién de la

construccién pRS316-s/t2-
5m mediante PCR
solapante usando como
moldes los  plasmidos
pRS316-SLT2 y pRS316-s/t2-
phosmut.

Mutagénesis del gen SLT2
en el residuo 5445
mediante mutagénesis
dirigida.

Mutagénesis del gen SLT2
en el residuo T453
mediante mutagénesis
dirigida.

Mutagénesis del gen SLT2
en el residuo T456
mediante mutagénesis
dirigida.

Mutagénesis del gen SLT2
en el residuo T467
mediante mutagénesis
dirigida.

Mutagénesis del gen SLT2
en los residuos T453 y T456

mediante mutagénesis

dirigida.

2.1. Obtencion de construcciones y mutantes mediante PCR solapante.

Tanto para la obtencién del plasmido pRS316-s/t2-5m como de algunos mutantes en el gen
SLT2 se empled la técnica de PCR solapante, para la que se disefiaron dos pares de oligonucledtidos,

unos externos y otros internos parcialmente solapantes en al menos 15 nucleétidos. Primero se
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llevaron a cabo dos reacciones de PCR paralelas con ambas parejas de oligonucleétidos (formadas
por uno interno y otro externo) y, posteriormente, los fragmentos solapantes resultantes de cada
una de las reacciones se usaron como molde para una segunda reaccion de PCR con los
oligonucledtidos externos. El producto final se digiri6 con las enzimas de restriccidn
correspondientes y se subclond en el pldsmido deseado. En el caso de los mutantes, los

oligonucledtidos internos incluian la mutacién deseada.

2.2. Mutagénesis dirigida.

Otros mutantes puntuales del gen SLT2 se obtuvieron mediante la técnica de mutagénesis
dirigida (Wang and Malcolm, 1999) empleando el kit QuickChange Il Site-directed Mutagenesis kit
(Agilent). Para ello, se disefiaron unos oligonucledtidos especificos siguiendo las instrucciones de la
casa comercial que contenian la mutacion deseada, y se llevd a cabo la PCR con la polimerasa Pfu
Turbo que es de alta procesividad y fiabilidad. Como molde se empled el plasmido sin la mutacion.
La PCR mutagénica se llevd a cabo mediante dos reacciones sucesivas: una primera reaccién de
corta duracién dividida en dos mezclas separadas (cada una con solo uno de los oligonucledtidos
mutagénicos) y una segunda reaccidn mas larga dénde se juntaron ambas mezclas con los dos
oligonucledtidos. El resultado de esta segunda reaccion se tratd con la enzima de restriccion Dpnl/
gue Unicamente digiere DNA metilado, eliminando el DNA molde y dejando solo el DNA sintetizado
de novo en la PCR y que contiene la mutacién deseada. El producto se transformé directamente en

E. coliy se comprobd mediante secuenciacion.

3. CULTIVO Y MANIPULACION DE MICROORGANISMOS.
3.1. Medios de cultivo.

Las cepas de S. cerevisiae utilizadas fueron cultivadas de forma rutinaria en medio no selectivo
YPD (1% extracto de levadura, 2% peptona y 2% glucosa) a una temperatura entre 24 y 30 °C segln
el experimento. Las cepas mutantes pkc1A se cultivaron en medio YPD suplementado con sorbitol
1 M. Para la seleccién de transformantes y el mantenimiento de los plasmidos se utilizd el medio
minimo sintético SD (0.17% base nitrogenada para levaduras, 0.5% sulfato amoénico y 2% glucosa),
suplementado con 1.24 g/L de una mezcla de aminoacidos comercial (Formedium). Los aminoacidos
o bases nitrogenadas leucina, triptdfano, uracilo, histidina, tirosina y lisina se afiadieron a posteriori,

evitando aquel empleado para la seleccion de transformantes. Las células de E. coli fueron
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cultivadas en medio LB (1% triptona, 0.5% extracto de levadura y 1% cloruro sddico) suplementado
con el antibidtico ampicilina o nourseotricina a una concentracién de 100 pug/mL para la seleccion

de transformantes, a una temperatura de 37 °C.

Para la preparacion de todos los medios de cultivo se utiliz6 agua desionizada purificada
mediante el sistema Millipore (Mili-Ro) y la esterilizacion se llevé a cabo con autoclave a una

temperatura de 121 °Cy una presion de 1 atm durante 20 minutos.

Para la obtencién de medios sélidos se afiadié agar al 2% previamente a la esterilizacién. Una
vez atemperados, se anadieron compuestos en los casos indicados y se distribuyeron sobre placas

Petri estériles.

3.2. Cultivo y recogida de células de levadura.

Primero las cepas se cultivaron en medio de cultivo liquido YPD (suplementado con sorbitol 1
M en el caso de pkc1A) o SD (si las cepas se encontraban transformadas con plasmidos) en agitacion
a 180 rpm y a una temperatura de 24 - 30 °C durante toda la noche. Al dia siguiente, se midid la
densidad dptica a 600 nm (DOgoo) de los cultivos con un espectrofotometro Beckman DU640
(Beckman) y se refrescaron a una DOggo de 0.3 en medio YPD. Posteriormente se llevd a cabo una
incubacidn de 2 horas en agitacién a la misma temperatura para que las levaduras comenzaran su
fase de crecimiento exponencial. Transcurridas las dos horas, se afiadieron a los cultivos los
compuestos a ensayar menos en el caso del cultivo control sin tratamiento y se incubaron durante
el tiempo indicado para cada experimento. Las células se recogieron mediante centrifugacion a 4
°C y 2600 rpm durante 3 minutos. Una vez se eliminaron los sobrenadantes, las células se

congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento.

4. COMPUESTOS UTILIZADOS.

Se utilizaron hasta 4 antifingicos de tipo azol diferentes: clotrimazol, ketoconazol, itraconazol
y fluconazol (Sigma) que se disolvieron en DMSO. Otros compuestos que se emplearon fueron rojo
Congo (Merck), cafeina (Sigma), zimoliasa 100T (MP Biomedicals), tunicamicina (Sigma), N-

acetilcisteina (Sigma) y clorpromazina (Sigma), que se disolvieron en agua estéril.
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5. ESTUDIOS DE SENSIBILIDAD A DIFERENTES COMPUESTOS.
5.1. Ensayo de sensibilidad a azoles en medio liquido.

El ensayo se llevod a cabo en placas de 96 pocillos, dénde se realizaron 10 diluciones seriadas
1:2 de los azoles partiendo de una concentracion de 100 pg/mL. Para ello, en la primera columna
de pocillos se dispensaron 150 pL de medio liquido YPD suplementado con los distintos azoles y en
el resto de los pocillos 75 pL del medio sin antifungicos. A continuacién, se realizaron las
correspondientes diluciones transfiriendo 75 plL de un pocillo al siguiente menos en el dltimo, que
ejercié de control positivo de crecimiento sin compuesto. Los cultivos de células que estuvieron
creciendo la noche anterior a 30 °C se ajustaron a una DOggo de 0.01 en medio YPD y se aiadieron
75 pL de estas suspensiones a cada pocillo, obteniendo una DOgyo de partida de 0.005. Para cada
azol se realizé un blanco, utilizando una fila completa con todas las diluciones dénde no se afiadid
la suspensidn de células. Finalmente, las placas multipocillo se incubaron a 30 °C en estdtico durante
24 horas y se midieron las densidades épticas a 595nm en un lector de placas Microplate Reader

Model 680 (Bio-Rad).

5.2. Ensayo de crecimiento en gota mediante diluciones decimales seriadas.

Las cepas se cultivaron en medio YPD o SD durante toda la noche a 30 °C Yy al dia siguiente los
cultivos se ajustaron a una DOggo de 0.5 en 200 uL de agua estéril. Utilizando placas de 96 pocillos,
se realizaron 3 diluciones seriadas 1:10 transfiriendo 20 plL sucesivamente al resto de pocillos, que

contenian 180 uL de agua estéril.

Posteriormente, las diluciones se sembraron con un replicador Multi-blot replicator VP407
(V&P Scientific, INC) en placas petri con medio YPD sdlido sin suplementar o suplementado con los
diferentes compuestos a las concentraciones indicadas. Las placas se incubaron a 30 °C durante 72

horas.

6. DETECCION DE PROTEINAS MEDIANTE WESTERN BLOTTING.
6.1. Obtencion de extractos proteicos.

Las células se cultivaron y recogieron como se describe en el apartado 3.2., y se descongelaron
para la extraccién de proteinas. Una vez descongeladas, se resuspendieron en una proporcién de

150 ulL por 25 mL de volumen de cultivo recogido de tampdn de lisis (Tris-HCI 50 mM pH 7.5, 10%
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glicerol, 1% Tritén X-100, 0.1% SDS, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, y los inhibidores de fosfatasas NaF
50 mM, B-glicerol fosfato 50 mM, pirofosfato sédico 5 mM y ortovanadato sddico 1 mM)
suplementado con el céctel de inhibidores de proteasas PierceTM Protease Inhibitor Mini Tablets
EDTA-Free (Thermo Fisher Scientific) en una proporcidn de 1 disco por 10 mL de tampdn de lisis,
ditiotreitol (DTT) a 10 mM y el inhibidor de proteasas fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) a 3 mM.
Posteriormente se afiadid a cada suspensidn 1/3 del volumen de bolas de vidrio de 0.75-1 mm de
didmetroy se llevé a cabo la rotura mecanica de las células usando la FastPrep-24 (MP Biomedicals),
con dos ciclos de 30 segundos a 5.5 m/s. Las muestras se centrifugaron durante 15 minutos a 13000
rpmy se determind la concentracidn proteica de los sobrenadantes, midiendo su absorbancia a 280
nm en el espectrofotometro Beckman DU 640. Se ajustaron todas las muestras a una misma
concentracidn de proteinas y se realizaron mezclas 1:1 con tampdn de carga SDS-PAGE 2X (Tris-HCI
125 mM pH 6.8, 5% SDS, 25% glicerol, 0.6 g de azul de bromofenol y DTT 0.25 M) que se hirvieron

durante 5 minutos a 99 °C para la desnaturalizacion proteica.

6.2. Electroforesis, transferencia e inmunodeteccion de proteinas.

Para la separaciéon de las proteinas, se llevd a cabo una electroforesis en condiciones
desnaturalizantes o SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) en un soporte compuesto
de un gel separador al 10% (10% mezcla acrilamida-bisacrilamida al 30%, Tris-HCI 0.38 M pH 8.8,
0.1% SDS, 0.05% persulfato amédnico (PSA) y 1.3 uL/mL tetrametiletiendiamina (TEMED)) y un gel
concentrador al 5% (5% mezcla acrilamida-bisacrilamida al 30%, Tris-HCl 0.25 M pH 6.8, 0.1% SDS,
0.1% PSAy 2 uL/mL TEMED).

Se cargaron en cada pocillo 10-15 pL de muestra, asi como 2 uL del patron de pesos
moleculares (Abcam) como referencia del tamafio de las proteinas. La electroforesis se llevé a cabo
en cubetas Mini-PROTEAN Tetra System (Bio-Rad) con tampdn de electroforesis (Tris base 25 mM,
glicina 192.6 mM y 0.1% SDS) a un voltaje constante de 120-150 voltios durante 1 hora y media

aproximadamente.

Posteriormente, las proteinas del gel se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0.45
UM (Amersham, Healthcare Life Sciences). Para ello, se llevé a cabo una transferencia en
condiciones de humedad empleando papel Whatman 3MM Chry esponjas como material protector
y absorbente, en cubetas Mini Trans-Blot Transfer Cell (Bio-Rad) con tampdn de transferencia (Tris
base 48 mM, glicina 38.6 mM, 0.037% SDS y 20% etanol) a un voltaje constante de 110 voltios
durante 1 hora.
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Una vez obtenida la membrana de nitrocelulosa con las proteinas, se realizé el blogqueo con
una solucion de leche desnatada al 5% en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Después,
se incubd con la solucién de anticuerpo primario durante toda la noche a 4 °C. Transcurrido el
tiempo, se lavd la membrana 5 veces durante 5 minutos con PBS-Tween-20 al 0.1% (PBS-T), y se
incubd con la solucién de anticuerpo secundario conjugado a fluorocromo durante 1 hora a
temperatura ambiente y en oscuridad. Para la visualizacién de las proteinas, se realizé un dltimo
ciclo de 5 lavados para retirar el anticuerpo secundario y se escaned la membrana con el sistema

Odissey Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences).

Cada solucion de anticuerpo se prepard con 4 mL de PBS-T, 1 mL de leche al 5% y el volumen
correspondiente de anticuerpo para obtener la dilucion deseada. Los anticuerpos empleados en

este trabajo se encuentran recogidos en la Tabla 5.

La cuantificacion de la intensidad de las bandas se realizé mediante el procesamiento de las

imagenes con el programa Image Studio (LI-COR Biosciences).

Tabla 5. Anticuerpos utilizados en este trabajo, sus caracteristicas, la dilucidon que se usé y la casa comercial
de procedencia.

NOMBRE CARACTERISTICAS DILUCION CASA COMERCIAL
Anti-phospho-p38 Monoclonal de conejo 1:500 Cell signaling
(Thr180/Tyr182 #9215)

Anti-phospho-p44/42 Monoclonal de conejo 1:1000 Cell signaling
(Thr202/Tyr204 #4370)

Anti-G6PDH Policlonal de conejo 1:50000 Sigma

Anti-Slt2 (E-9) Monoclonal de ratén 1:1000 Santa Cruz Biotechnology
Anti-Myc (4A6) Monoclonal de raton 1:1000 Merck

Anti-HA (12CA5) Monoclonal de raton 1:1000 Sigma

Anti-Hog1 (y215) Policlonal de conejo 1:1000 Santa Cruz Biotechnology
Anti-actina (C4) Monoclonal de raton 1:1000 MP Biomedicals

IRDye 680CW Goat anti- Ac. secundario de conejo (rojo) 1:5000 LI-COR Biosciences

rabbit

IRDye 800CW Goat anti- Ac. secundario de conejo (verde)  1:5000 LI-COR Biosciences

rabbit

IRDye 680CW Goat anti- Ac. secundario de ratén (rojo) 1:5000 LI-COR Biosciences
mouse

IRDye 800CW Goat anti- Ac. secundario de ratén (verde) 1:5000 LI-COR Biosciences

mouse
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7. ENSAYO CON FOSFATASA ALCALINA.

Se llevd a cabo la extraccion de proteinas de las células recogidas como estd descrito en el
apartado 6.1., pero usando un tampdn de lisis especial (Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, NaF
50 mM, pirofosfato de sodio 5 mM, B-glicerol-fosfato 50 mM, 0.1% NP 40 y 10% glicerol), sin
detergentes y sin ortovanadato de sodio y EDTA, suplementado con 3 mM de PMSF y el cdctel de
inhibidores de proteasas. Una vez obtenidos los extractos proteicos, se incubaron 200 plL de estos
con 40 pl de la resina FLAG-Sepharose beads (Sigma) a 4 °C durante toda la noche en rotacién.
Posteriormente, la resina se lavé de forma exhaustiva con tampdn de fosfatasa alcalina (Tris-HCI 50
mM pH 7.5, NaCl 100 mM, MgCl, 10 mM y DTT 1 mM, ajustado a pH 7.9) y se resuspendié en 400
pL de este tampdn. Cuando se indica, se afiadid a las muestras 15 uL de fosfatasa alcalina de
intestino de ternero (CIAP) y 40 uL del inhibidor de fosfatasas ortovanadato de sodio (NasVO,) a
100 mM para obtener una concentracién final aproximada de 10 mM. Las muestras se incubaron
entonces a 37 °C durante 1 hora y se centrifugaron a 3000 rpm durante 1 minuto. La resina
precipitada se resupendid en 20 pL de tampdn de carga SDS-PAGE 2X, se hirvieron las muestras a
99 °C durante 5 minutos y se llevd a cabo la electroforesis, transferencia e inmunodeteccion de las

proteinas como se indica en el apartado 6.2.

8. ANALISIS DE LA FOSFORILACION DE PROTEINAS CON Zn?*-PHOS-TAG SDS-PAGE.

Se llevd a cabo la extraccion de proteinas de las células recogidas como estd descrito en el
apartado 6.1., usando el mismo tampdn de lisis, pero sin EDTA. Para llevar a cabo la separacion de
las diferentes formas fosforiladas de las proteinas, se realizaron geles de electroforesis compuestos
de un gel separador al 8% (8% mezcla acrilamida-bisacrilamida al 30%, Bis-Tris/HCI 350 mM pH 6.8,
solucion Phos-tag AAL 20 uM (Fujifilm Wako Chemicals), ZnCl, 40 uM, 0.1% TEMED y 0.05% PSA) y
un gel concentrador al 4.5% (4.5% mezcla acrilamida-bisacrilamida al 30%, Bis-Tris/HCI 350 mM pH
6.8,0.1% TEMED y 0.05% PSA). La solucién de Phos-tag AAL y el ZnCl, presentes en el gel separador
son capaces de interaccionar con los fosfatos de las proteinas, cambiando el peso molecular de

estas y por tanto su movilidad en el gel.

Se cargaron 15 plL de las muestras en el gel junto a 2 pL del patrén de pesos moleculares. La
electroforesis se llevd a cabo con un voltaje constante de 120 voltios durante 2 horas
aproximadamente, utilizando un tampdn de electroforesis compuesto de 200 mL de Pre-Running
buffer (Tris base 0.5 M, MOPS 0.5 M y 0.5% SDS), 10 mL de bisulfito de sodio 0.5 M y 790 mL de
agua destilada. Una vez finalizada la electroforesis, se realizaron 2 lavados de 10 minutos del gel
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con 50 mL de tampdn de transferencia (Tris base 48 mM, glicina 38.6 mM, 0.037% SDS y 10%
metanol) incluyendo EDTA 5 mM y otro lavado de 10 minutos con el mismo tampdn sin EDTA, para
facilitar la retirada de los iones Zn2+ e impedir la alteracidon de la transferencia. Finalmente, la
transferencia de las proteinas a una membrana y su inmunodeteccidn se realizé6 como estd descrito

en el apartado 6.2.

9. MEDIDA DEL ESTRES OXIDATIVO POR CITOMETRIA DE FLUJO.

Las células de levadura se cultivaron como estd descrito en el apartado 3.2. a una temperatura
de 24 °Cy se separd 1 mL de cada muestra en los tiempos deseados. Para la deteccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y de variaciones en el potencial de membrana mitocondrial, se afiadié a
cada mL recogido 2.5 pg/mL de dihidroetidio (DHE) (Sigma) y 5 pg/mL de rodamina 123 (Sigma),
respectivamente. Las muestras con DHE se incubaron durante 5 minutos y las de rodamina 123
durante 30 minutos, a 24°C en agitacién y oscuridad. Para realizar las medidas, las muestras se
diluyeron 1:10 en PBS y se analizaron en la Unidad de Citometria de Flujo y Microscopia de
Fluorescencia de la UCM, con un citémetro de flujo FACScalibur (Beckton Dickinson). Se empled un
laser de excitacidon de 488 nm y filtros de emisién de 530/30 nm (FL1) para la rodamina 123 y de

585/42 nm (FL2) para el DHE. Los datos se analizaron con el software FlowJo (Becton Dickinson).

10. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA Y TINCION DE ACTINA.

Para la visualizacion microscépica de levaduras marcadas con fluorocromos, las células se
cultivaron como en el apartado 3.2. a una temperatura de 24 °C y se recogieron las muestras
deseadas centrifugando 1 mL de cultivo a 3000 rpm. La visualizaciéon se llevd a cabo en el
microscopio de fluorescencia Eclipse TE2000U (Nikon). Las imagenes digitales tanto de
fluorescencia como de luz visible fueron captadas mediante la utilizacion de una cdmara Orca
C4742-95-12ER (Hamamatsu) acoplada al microscopio y procesadas con el programa HCImage
(Hamamatsu). Posteriormente se usod el software libre Fiji para un mayor procesamiento de las

imagenes.

La tincion del citoesqueleto de actina se realizd sobre células fijadas con rodamina-faloidina
(Jiménez et al., 1998). Para ello, una vez las células fueron tratadas con el estimulo correspondiente
y recogidas por centrifugacion, se fijaron con formaldehido al 8% y se incubaron a 4 °C durante 1

hora. A continuacidn, se realizaron hasta cuatro lavados con tampén 1 (3 mL KH,PO, 1 M, 3 mL
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MgCl; 0.1 M, 1.5 mLEGTA 0.2 My 22.5 mL agua) y las células se resuspendieron en 100 pL de este
tampon y 50 ul de tritdn X-100 al 1%. Después de una incubaciéon de 2 minutos a temperatura
ambiente, se centrifugaron a 3000 rpm durante 1 minuto y se lavaron 3 veces con 500 uL de PBS.
Las células se mantuvieron asi a 4°C durante toda la noche y al dia siguiente se tifieron con 4 pL
(concentracion final 4 ng/mL) de la solucion de rodamina-faloidina, incubandose 1 hora en
oscuridad y a temperatura ambiente. Finalmente, las células se lavaron 3 veces con 500 uL de PBS

y se resuspendieron en 100 pL para llevar a cabo la visualizacion en el microscopio de fluorescencia.

11. PCR CUANTITATIVA CON TRANSCRIPCION REVERSA A TIEMPO REAL (RT-qPCR).

Las células se cultivaron a 24 °Cy recogieron como se describe en el apartado 3.2., recogiendo
un volumen de 5 mL de cada muestra. La extraccién del RNA se hizo con el sistema comercial
Nucleospin RNA Mini Kit for RNA purification (Macherey-Nagel), siguiendo las instrucciones del
fabricante. La concentracion y pureza del RNA extraido se comprobd midiendo la absorbancia a 260

nm en un Nanodrop 2000c.

La sintesis de cDNA y los ensayos de RT-qPCR se llevaron a cabo en la Unidad de Gendmica de
la UCM segln esta descrito (Garcia et al., 2004), usando el equipo 7900HT Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems). Para obtener los resultados de cuantificacidn, la abundancia de cada
gen se normalizd respecto al gen de expresidn constitutiva ACT1 y el valor final de expresion relativa

se calculd siguiendo el método 2222% (Livak and Schmittgen, 2001).

Los oligonucleétidos empleados se detallan en la Tabla 3, y fueron cedidos por el laboratorio
del Dr. Javier Arroyo del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Farmacia

de la UCM.

12. ENSAYOS DE FOSFOPROTEOMICA.
12.1. Andlisis por fosfoproteomica de SIt2-FLAG.

Las células se cultivaron a 24 °C como se describe en el apartado 3.2., y se recogié un volumen
de 500 mL por muestra centrifugando en frio a 2600 rpm durante 3 minutos. Los sedimentos de
células se mantuvieron en hielo y se procedio a la extraccion proteica siguiendo los pasos descritos
en el apartado 6.1., con un tampdn de lisis sin detergentes (Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM,
EDTA 5 mM, NaF 50 mM, pirofosfato de sodio 5 mM, B-glicerol-fosfato 50 mM, ortovanadato de

71



MATERIALES Y METODOS

sodio 1 mM, 0.1% NP40 y 10% glicerol) suplementado con 3 mM de PMSF y el coctel de inhibidores
de proteasas. Una vez obtenidos los extractos proteicos de cada condicidn, estos se repartieron
entre 3 tubos con 50 plL de la resina FLAG-Sepharose beads, y la mezcla se incubd a 4 °C durante
toda la noche en rotacion. Al dia siguiente, se centrifugaron los tubos a 3000 rpm durante 1 minuto
y se desecharon los sobrenadantes. Las resinas se lavaron con 500 uL de tampdn de lisis 3 veces, y
finalmente se resuspendieron con tampdn de carga SDS-PAGE 5X (Tris-HCl 310 mM pH 6.8, 15%
SDS, 25% B-mercaptoetanol, 20% glicerol y 1 g de azul de bromofenol) segln el volumen final de
resina obtenido. Las muestras se cargaron en un gel de acrilamida al 10%, y una vez transcurrida la
electroforesis, el gel se tifidé con una solucidn de azul de Comassie durante 1 hora. Paralelamente,
se cargo otro gel con las mismas muestras y se llevd a cabo un Western Blotting de comprobacion

como se describe en el apartado 6.2.

Todos los pasos que se describen a continuacion se llevaron a cabo en la Unidad de Protedmica
de la UCM. Las bandas correspondientes a la proteina SIt2-FLAG purificada se detectaron gracias a
la tincién con el azul de Comassie, y se cortaron para llevar a cabo la digestion con tripsina. Se
realizd de manera secuencial una reduccidon con DTT, una alquilacién con iodoacetamida, y
finalmente la digestion en una ratio 1/20 (w/w) con tripsina recombinante (Roche) durante toda la
noche a 37 °C. Los péptidos resultantes se desalaron y concentraron con una comatrografia de fase
reversa usando el equipo OMIX C18 (Agilent technologies). Finalmente, las muestras se secaron por
centrifugacion a vacio con un SpeedVac (Savant), se reconstituyeron en 2% de acetonitrilo y 0.1%

de acido férmico y se guardaron a -20 °C hasta su analisis por LC-MS/MS.

Los péptidos desalados fueron analizados por nano-cromatografia liquida con el cromatdgrafo
Easy-nLC 1000 (Thermo Scientific) acoplado a un espectrometro de masas de alta resolucion Q-
Exactive HF (Thermo Scientific). Los espectros MS/MS adquiridos en las muestras se analizaron a
través del software Proteome Discoverer 2.2 (Thermo Scientific), utilizando el motor de busqueda
Mascot v.2.3. Como bases de datos, se emplearon la de SwissProt sin restriccién taxondmica y otra
construida con las secuencias de la proteina a identificar (SIt2). Los parametros empleados en la
busqueda de péptidos fueron: tolerancia del péptido precursor de 10 ppm, tolerancia del
fragmento de 0.1 Da, hasta 2 puntos de corte perdidos para la tripsina, carbamidometil-cisteina
como modificacion fija y oxidacién de metionina y fosforilacion de S/T/Y como modificaciones
variables. Se estimd el FDR (False Discovery Rate) y se consideraron proteinas correctamente
identificadas aquellas que presentaran un FDR inferior al 1% y que tuvieran al menos 1 péptido

identificado con un intervalo de confianza superior al 95%.
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La probabilidad de localizaciéon de un fosfo-sitio en los péptidos con esta modificacion se
estimd con el mddulo ptm-RS del software Proteome discoverer 2.2, y se aceptaron aquellos con

una probabilidad mayor al 75%.

12.2. Ensayo global cuantitativo de fosfoproteémica.

Las células se cultivaron a una temperatura de 25 °C como se describe en el apartado 3.2., y se
recogié un volumen de 50 mL por muestra centrifugando a 4000 rpm en frio durante 3 minutos. Se
descarté el sobrenadante y se aifiadid al sedimento de células 20 mL de 4cido tricloroacético (TCA)
al 20% en frio. Se mezclaron bien las células con el TCA mediante vortex y se mantuvieron las
muestras en hielo durante minimo 1 hora. A continuacién, se realizd una centrifugacién a 4000 rpm
en frio durante 5 minutos y se descarté el sobrenadante. Se realizaron dos lavados con 20 mL de
acetona pura previamente enfriada y se dejaron secar los sedimentos hasta asegurarse de que no
guedaban restos de acetona. Posteriormente, se resuspendid cada muestra en 200-400 pL de
tampon de lisis (urea 8 M, HEPES 50mM pH 8.5 y EDTA 5 mM) segun el tamafio del sedimento. Las
suspensiones se transfirieron a tubos nuevos y se anadieron perlas de vidrio de 0.75-1 mm de
didametro. Se llevaron a cabo dos ciclos de FastPrep-24 de 40 segundos a 6 m/s y se recogieron los
sobrenadantes pinchando un agujero en la base de cada tubo y centrifugando a 1500 rpm durante
3 minutos. Una vez obtenidos los sobrenadantes, se realizé una nueva centrifugacion a 13000 rpm
durante 10 minutos. Finalmente, se midid la concentracién proteica de cada muestra mediante el
método de Bradford, se ajustaron a una misma concentracién de 1 mg/mL y se guardaron a -80 °C

hasta su procesamiento.

Los pasos correspondientes a la digestion de proteinas, etiquetado con el reactivo TMT10plex
Mass Tag, enriquecimiento de fosfopéptidos y andlisis por espectrometria de masas se llevaron a
cabo en la Plataforma de Protedmica del The Francis Crick Institute (Londres, Reino Unido),
siguiendo el protocolo descrito en Jones et al. (2020). El analisis de los datos se llevd a cabo con el
software de MaxQuant, haciendo uso de una base de datos del proteoma de S. cerevisiae
procedente de UniProt. Se seleccionaron los fosfopéptidos con una multiplicidad de 1
(identificacion de un solo residuo fosforilado) y una probabilidad de localizacion del fosfositio
superior a 0.75, y sus valores de abundancia (n) en cada muestra se transformaron revirtiendo el
logaritmo en base 2 (2"). Se utilizé el software Perseus (MaxQuant) para el andlisis estadistico y la

visualizacion de los datos.
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13. SOPORTE INFORMATICO.

A lo largo de este trabajo, se han empleado varios programas informaticos, herramientas

online y bases de datos, los cuales se detallan a continuacién:

- Saccharomyces Genome Database (SGD): servidor de la Universidad de Standford con

informacion sobre genes y proteinas de S. cerevisiae. https://www.yeastgenome.org/

- Pubmed: repositorio digital de articulos cientificos del dmbito de la biomedicina y las
ciencias de la vida, desarrollado por el NCBI (National Center for Biotechnology

Information). https://pubmed.ncbi.nIm.nih.gov/

- Basic Local Alignment Search Tool (BLAST): herramienta online para la busqueda de
similitudes entre las secuencias de DNA o proteinas y las secuencias disponibles en las bases

de datos, desarrollado por el NCBI. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

- GeneOntology Enrichment Analysis: herramienta online que permite la identificacion de
categorias funcionales (clasificadas segun el sistema PANTHER) enriquecidas en un grupo

de genes. http://geneontology.org/

- WebLogo: herramienta online desarrollada por la Universidad de Berkeley que realiza
alineamientos entre secuencias de nucledtidos o de aminoacidos y genera una imagen para

su visualizacion. https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi

- Nucleic Acid Sequence “Massager”: herramienta online que facilita el procesamiento de
secuencias de nucleétidos.

https://biomodel.uah.es/en/lab/cybertory/analysis/massager.htm

- GeneRunner: programa que permite visualizar, analizar y editar secuencias de nucleétidos

y de aminoacidos.

- FlowJo VX.0.7 (Beckton Dickinson): programa empleado para el procesamiento de los datos

obtenidos por citometria de flujo.

- HClmage (Hamamatsu): programa utilizado en el procesamiento de las imagenes obtenidas

con el microscopio Eclipse TE2000U (Nikon).

- ImageJ (NIH): programa empleado en el procesamiento de imagenes procedentes de

microscopia.
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Image Studio (LI-COR Biosciences): programa empleado para el procesamiento de imagenes

procedentes de Western blotting, incluida la cuantificacion de la intensidad de las bandas.

Perseus (MaxQuant): programa que permite el procesamiento y analisis estadistico de los

datos obtenidos en ensayos de protedmica.
Photoshop CS6 (Adobe): programa utilizado para el procesamiento general de imdagenes.
lllustrator CS6 (Adobe): programa empleado en la realizacién de las figuras.

Word (Microsoft): programa de procesamiento de texto empleado en la redaccién del

manuscrito.

Excel (Microsoft): programa utilizado en el procesamiento de datos, analisis estadistico y

elaboracion de graficas.

Mendeley: programa de gestién de la bibliografia, empleado en el tratamiento de las

referencias y citas.
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1. CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA AL CLOTRIMAZOL (CLT) A TRAVES DE LA RUTA DE
INTEGRIDAD DE LA PARED CELULAR (CWI) Y DE OTRAS RUTAS DE MAPKS.

1.1. Los imidazoles activan a las rutas CWI y HOG y disminuyen la seiializacion a través

de la ruta de apareamiento.

Con el fin de estudiar el efecto que producen los antifliingicos azélicos sobre las rutas de MAPKs
de Saccharomyces cerevisiae, se seleccionaron dos imidazoles (clotrimazol y ketoconazol) y dos
triazoles (itraconazol y fluconazol) como representativos de cada uno de estos grupos para realizar

el analisis.

En primer lugar, se llevd a cabo un estudio de sensibilidad con nuestra cepa de referencia
BY4741 para conocer la susceptibilidad de la levadura a estos azoles y establecer qué
concentraciones utilizar de cada uno de ellos en futuros ensayos. Como resultado de los
experimentos de crecimiento en medio liquido, se observd una sensibilidad al clotrimazol (CLT) 8
veces mayor que a la del resto de azoles, puesto que a partir de una concentracion de 6.25 pg/mL
de CLT el crecimiento de la levadura ya fue completamente inhibido, mientras que para el resto de
azoles se necesitd llegar a una concentracion de 50 pg/mL. La levadura, ademads, resultd ser
especialmente resistente al fluconazol, mostrando a la mayoria de las concentraciones valores de
densidad dptica significativamente superiores a los mostrados en presencia de los otros azoles

(Figura 8A).

Una vez conocida la susceptibilidad de la levadura a los diferentes azoles, se realizé un ensayo
de Western blotting para analizar el efecto de cada uno de ellos sobre la activacién de las rutas de
MAPKs mas relevantes, haciendo uso de anticuerpos especificos que reconocen a las formas
doblemente fosforiladas de Slt2, Kss1, Fus3 y Hogl. Se decidid utilizar una concentracidn inhibitoria
de 50 pg/mL de CLT y una concentracion equivalente 8 veces mayor del resto de azoles (400 pg/mL),

a dos tiempos diferentes (Figura 8B).

La MAPK Hogl de la ruta HOG se activd solamente a los 30 minutos en presencia de los
imidazoles CLT y KTC, mientras que la MAPK Slt2 de la ruta CWI se activd en respuesta a ambos
imidazoles tanto a los 30 como a los 240 minutos. Ademas, en el tiempo mas largo se observod la
aparicion de una forma de menor movilidad electroforética de fosfo-Slt2, que a partir de ahora se
indicard como LP-SIt2 (Low Phospho-Sit2). Por el contrario, las MAPKs Kss1 y Fus3 de la ruta de
apareamiento mostraron una disminucién de su fosforilacidn tras el tratamiento con los imidazoles
a ambos tiempos. Por otro lado, la exposicidn de la levadura a los triazoles (ITCY FLC) provocé cierto
incremento de la fosforilacion de Slt2 a los 240 minutos, mientras que redujo la fosforilacién de
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Hogl. Ademas, a los 240 minutos se pudo observar cierto aumento de la fosforilacién de Fus3
(Figura 8B). Estos resultados indican que los azoles, y en especial los imidazoles, alteran

significativamente a las rutas de MAPKSs, con efectos diferentes segun el tipo de azol.
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Figura 8. Estudio del efecto de los azoles sobre las rutas de MAPKs. (A) Ensayo de sensibilidad de S.cerevisiae
en medio liquido a azoles. La cepa silvestre BY4741 se incubd en medio YPD suplementado con las
concentraciones indicadas de clotrimazol (CLT), ketoconazol (KTC), itraconazol (ITC) y fluconazol (FLC), a 30
°C durante 24 horas en estatico, y se midio la densidad éptica a 600 nm (DOggo). Los datos corresponden a la
media de tres experimentos independientes, y las barras de error representan la desviacion estandar. (B)
Western blotting de los extractos celulares de la cepa BY4741 cultivada en ausencia de azol (-) o en presencia
de 50 pg/mL de CLT o 400 pg/mL de KTC, ITC y FLC, durante los tiempos indicados a 24 °C. La fosforilacion
dual de Hog1 fue detectada con el anticuerpo anti-phospho-p38, la fosforilacion dual de SIt2, Kss1 y Fus3 con
el anti-phospho-p44/42 y la proteina G6PDH, que se usé como control de carga, con el anti-G6PDH.

Como el CLT fue el azol que provocd mas cambios en el estado de fosforilacidon de las MAPKs,
lo seleccionamos para continuar con el estudio de su impacto sobre la sefializacién celular de la

levadura.
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A continuacidn, quisimos conocer si el funcionamiento de las rutas CWI y HOG, que se activan
por CLT, es importante para la supervivencia de las células frente a este antifungico. Para ello, se
llevd a cabo un ensayo de crecimiento en gota de la cepa silvestre (WT, por Wild-Type) BY4741 y de
los mutantes de delecion en los genes codificantes de la MAPK Slt2 y la MAPKKK Bck1 de la ruta
CWIy de la MAPK Hogl y la MAPKK Pbs2 de la ruta HOG, en ausencia y presencia de CLT. También
se analizd su crecimiento en presencia de rojo Congo (RC), un estimulo conocido de la ruta CWI,
como control. Los mutantes s/t2A y bck1A fueron incapaces de crecer tanto en presencia de CLT
como de RC, mientras que hoglA y pbs2A, que no experimentaron una inhibicion del crecimiento
en el medio con RC, si mostraron una leve sensibilidad a CLT en comparacidon con la cepa WT (Figura
9). Estos resultados confirman que estas dos rutas de MAPKs son importantes para la respuesta y

supervivencia de la levadura al CLT, especialmente la ruta CWI.

Sin tratamiento CLT
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Figura 9. Analisis de la sensibilidad a CLT y RC de mutantes de delecién de genes de las rutas CWI y HOG

mediante un ensayo de crecimiento en gota. Las diluciones decimales seriadas de las suspensiones celulares
de la cepa silvestre BY4741 (WT) y de los mutantes isogénicos indicados se sembraron en placas de YPD sin
estimulo, con 1 ug/mL de CLT o 30 pg/mL de RC, y se incubaron a 30 °C durante 72 horas.

Con el fin de confirmar que la doble banda detectada como consecuencia del tratamiento con
el CLT se correspondia, efectivamente, con la proteina SIt2 fosforilada y su forma LP-SIt2, se realizo
un ensayo de Western blotting con el mutante s/t2A transformado con un vector vacio y con un
pldsmido portador de la versién silvestre de Slt2 de forma paralela. Asi, se pudo comprobar que,
solamente en las muestras transformadas con el plasmido que expresaba la MAPK se detectd sefial
de fosforilacién tras el tratamiento con CLT y RC a la altura correspondiente al peso molecular de
SIt2, con la aparicion de la forma LP-SIt2 en el caso del CLT. Ademas, el anticuerpo anti-Slt2 no
detectd proteina en las muestras transformadas con el vector vacio, mientras que si lo hizo en las
gue expresaban Slt2, reconociendo también a la forma LP-SIt2. Por otro lado, este ensayo también
mostro que la disminucion de la fosforilacion de Kss1 y Fus3 provocada por el CLT no depende de

la presencia de Slt2, pues también se produjo en su ausencia (Figura 10).
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Figura 10. Estudio de la activacidn de SIt2 por CLT y RC. Western blotting de los extractos celulares de la cepa
Y00993 (s/t2A) transformada con un vector vacio pRS316 o con el plasmido pRS316-SLT2 en ausencia de
estimulo (-) y tras la exposicién a 50 pg/mL de CLT o 30 pg/mL de RC, durante 240 minutos a 24 °C. La
fosforilacion dual de SIt2, Kss1 y Fus3 fue detectada con el anticuerpo anti-phospho-p44/42, la proteina Slt2
con el anti-SIt2 y la G6PDH (como control de carga) con el anti-G6PDH.

En trabajos en los que se ha estudiado la activacion de la ruta HOG por parte de otros estimulos
diferentes al estrés hiperosmatico, se ha visto que la deteccidon y transmision de la sefial se lleva a
cabo a través de una de sus dos ramas (SHO1 o SLN1), pero no de ambas (Saito and Posas, 2012).
Por ello, quisimos identificar cual de las dos vias estd implicada en la activacidén de esta ruta por el
CLT. Se analizd la fosforilacion de Hogl tras 30 minutos de exposicidn al CLT en ausencia del co-
osmosensor Shol y de la protein quinasa Sskl (perteneciente a la via SLN1) mediante Western
blotting y se observd que, mientras que en un mutante ssk1A la fosforilacion de la MAPK en
respuesta al CLT desaparecidé por completo, en el mutante sholA la activacion se produjo de forma
similar que en la cepa silvestre (Figura 11). Este resultado indica que la activacién de la ruta HOG
por el CLT se produce a través de la rama SLN1. En este Western blot, ademds, también se pudo

apreciar cierta reduccion de la fosforilacidn de SIt2 en las muestras carentes de Hogl y de Ssk1.
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Figura 11. Estudio de la implicacion de las ramas SHO1 y SLN1 en la activacion de la ruta HOG por el CLT.
Western blotting de los extractos celulares de la cepa BY4741 (WT) y los mutantes isogénicos indicados en
ausencia de estimulo (-) y tras la exposicion a 50 ug/mL de CLT, durante 30 minutos a 24 °C. La fosforilacién
dual de Hogl y de Slt2 y la proteina G6PDH (como control de carga) se detectaron con los anticuerpos anti-
phospho-p38, anti-phospho-p44/42 y anti-G6PDH, respectivamente.

1.2. La reduccion en la fosforilacion de Fus3 y Kss1 dependiente del CLT estd mediada

parcialmente por Hog1.

Estd descrito que la ruta HOG participa en la regulacidn de la sefializacion a través de las rutas
CWI y de apareamiento en presencia de ciertos estimulos (Bermejo et al., 2008; Hao et al., 2008;
Nagiec and Dohlman, 2012; Jiménez-Gutiérrez et al., 2020a). Por tal razén, se estudid un posible
entrecruzamiento entre estas rutas en respuesta al CLT, a través del analisis de la fosforilacion de

Slt2, Kss1y Fus3 en una cepa carente de Hogl.

Tras 30 minutos de tratamiento con el CLT, que es cuando la ruta HOG muestra una mayor
activacion, se observod una disminucién en los niveles de fosforilacion de Slt2 en ausencia de Hogl
(Figura 12), de forma similar a lo que se observé previamente en la Figura 11 en las muestras
correspondientes a los mutantes hoglA y ssk1A. A tiempos mas largos de exposicidn al antifingico
(240 minutos), en cambio, lo que se aprecié fue un aumento en la proporcion de LP-SIt2 en ausencia
de Hog1 (Figura 12). Estos resultados sugieren que la ruta HOG regula de forma sutil los niveles de

activacion de la ruta CWI en respuesta al CLT.

Por otro lado, se demostrd que la ruta HOG es participe de la inhibicion de la fosforilacion de
Kss1y Fus3 que se produce en presencia del CLT. A los 30 minutos de exposiciéon al CLT, la reduccidn
de los niveles basales de fosfo-Kss1 y fosfo-Fus3 que se produjo en la cepa silvestre no se observé
en el mutante hoglA, mientras que después de un tiempo de tratamiento de 240 minutos, si se
aprecié una reduccién en la fosforilacidn de Kss1 y Fus3 en las células carentes de Hogl, pero esta
fue significativamente menor que la mostrada por las células silvestres (Figura 12). Por ello, se
intuye que el efecto que produce el CLT sobre la ruta de apareamiento esta mediado, en parte, por

Hogl, si bien participan otros mecanismos adicionales a tiempos prolongados de tratamiento.
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Figura 12. Analisis del entrecruzamiento entre la ruta HOG y las rutas CWI y de apareamiento en respuesta al
CLT. Western blotting de los extractos celulares de la cepa BY4741 (WT) y del mutante isogénico hoglA en
ausencia de estimulo (-) y tras la exposicion a 50 pug/mL de CLT durante los tiempos indicados a 24 °C. La
fosforilacion dual de Hogl fue detectada con el anticuerpo anti-phospho-p38, la fosforilacién dual de Slt2,
Kss1y Fus3 con el anti-phospho-p44/42 y la proteina GGPDH (como control de carga) con el anti-G6PDH.

1.3. El nivel de activacion de la MAPK SIt2 depende de la concentracion y tiempo de

exposicion al antifungico.

Como la ruta CWI es la ruta de MAPKs que experimenta mayores cambios en respuesta al CLT,
decidimos analizar en mayor profundidad las condiciones necesarias para que se produzca la
activacion de SIt2 y la aparicion de su forma de menor movilidad electroforética. Para ello, se
estudiaron mediante Western blotting los niveles de fosforilacién de SIt2 en la cepa silvestre BY4741
a diferentes concentraciones de CLT durante 240 minutos y tras un tratamiento con 50 pg/mL a

diferentes tiempos de exposicién.

Por un lado, se observd que los niveles de SIt2 fosforilado se incrementaron de manera
progresiva conforme aumentd la concentracidn de compuesto. Asi, con la cuantificacidon que se
llevé a cabo de las bandas correspondientes a fosfo-SIt2 en las muestras con CLT respecto a la
muestra sin tratamiento, se aprecié un aumento significativo del nivel de activacién a partir de una
concentracion de 10 pg/mL de CLT. La banda LP-SIt2 aparecid a partir de esta misma concentracion,
incrementandose su proporcidn hasta igualarse la intensidad de ambas bandas a partir de los 25

ug/mL (Figura 13A).

Por otro lado, la fosforilacion de Slt2 también resultd ser dependiente del tiempo de exposicion
al antifungico, aumentando de forma progresiva con el tiempo de tratamiento. A partir de los 30

minutos, se produjo la activacion de la MAPK y aparecid LP-SIt2 (Figura 13B). Se puede apreciar una
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subida progresiva tanto del nivel de fosforilacion como de la proporcién de LP-SIt2 y una
estabilizacion a partir de los 120 minutos de tratamiento. Teniendo en cuenta estos resultados,
decidimos seleccionar la concentracion mas alta de las ensayadas de 50 pg/mL y el tiempo mas

largo de 240 minutos para llevar a cabo los siguientes experimentos de estimulacién de la ruta CWI

por el CLT.
A
CLT 0 1 5 10 25 50 pug/mL
-~ ‘e | LP-SIt2
— = - S P-Sit2
- — G6PDH
fosfo-Slt2 total 1 2 1 6.8 196 324
% LP-Slt2 0 0 0 36 51 51
B
CLT 0 5 30 60 120 240 min
. __-LP-SIit2
— - - —~Pp-SIt2
—_—— —— - — G6PDH
fosfo-Sit2 total 1 1 87 206 326 37
% LP-SIt2 0 0 10 26 51 55

Figura 13. Andlisis mediante Western blotting de la cinética de activacidon de la MAPK SIt2 por el CLT. La cepa
BY4741 se cultivd con concentraciones crecientes de CLT durante 240 minutos (A) y con 50 pg/mL de CLT a
diferentes tiempos (B), a 24 °C. La fosforilacidon dual de Slt2 y la proteina G6PDH (como control de carga) se
detectaron con los anticuerpos anti-phospho-p44/42 y anti-G6PDH, respectivamente. La cuantificacion de las
bandas de fosfo-Slt2 se llevé a cabo normalizando frente al control de carga en cada muestra (G6PDH) y frente
al valor de la muestra sin tratamiento (0), utilizando el software Image Studio.

1.4. El médulo de MAPKs de la ruta CWI es esencial para la activacion de Sit2 por el CLT.

Dependiendo de la naturaleza del estimulo, la entrada y transduccidn de la sefial hasta la MAPK
Slt2 en la ruta CWI se produce de diferentes formas (Jiménez-Gutiérrez et al., 2020b). Con el fin de
conocer qué componentes de la ruta son los que participan en la deteccion y transmision de la sefial
originada por el CLT, se realizd un analisis de la fosforilacién de SIt2 en mutantes carentes de las
diferentes proteinas de la ruta, para asi detectar cuales son capaces de cortar la seiializacidn hacia
la MAPK. Este estudio se llevd a cabo con la exposicién a RC en paralelo como control, al tratarse
de un estimulo muy estudiado para el que se conocen qué elementos son esenciales para la

transmision de la sefial.
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En primer lugar, se analizé la fosforilacion de Slt2 en mutantes de delecidon de los genes
codificantes de distintos componentes del médulo de MAPKs que participan en la activacién de
SIt2: las MAPKKs Mkk1 y Mkk2 y la MAPKKK Bckl. En la Figura 14A se observa como en el doble
mutante mkk1/2A no se aprecid ningun incremento de fosfo-Slt2, tanto en la muestra tratada con
CLT como en la tratada con RC, confirmando el papel esencial de las MAPKKs en la activacién de
SIt2. Al analizar la participacion de cada una de las MAPKKs de forma individual, se observé que la
transduccion de la sefial por el CLT se produce de forma mayoritaria a través de Mkk1. El
predominio de Mkk1 sobre Mkk2 en la sefializacion también se advirtié en el caso del RC, como ya
habia sido descrito anteriormente por nuestro grupo de investigacién (Tatjer et al., 2016). Cabe
destacar que, a pesar de que se observé una reduccion significativa de los niveles de fosfo-SIt2 en

el mutante mkk1A, la forma de menor movilidad electroforética siguié detectandose.

Posteriormente, se realizé el mismo andlisis con una cepa carente de la MAPKKK Bck1, la cual
es la encargada de activar a las MAPKKs. Asi, en el mutante bck1A, al igual que ocurria con el doble
mutante mkk1/2A, no se observo la presencia de Slt2 fosforilada tras el tratamiento con CLT o con
RC, confirmando la importancia de un médulo de MAPKs funcional en la activacién de la ruta CWI

por el CLT (Figura 14B).
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Figura 14. Estudio de la implicacion de las MAPKKs Mkk1 y Mkk2 y de la MAPKKK Bck1 en la activacion de Slt2
por CLT y RC. (A,B) Western blotting de los extractos celulares de la cepa BY4741 (WT), los mutantes
isogénicos mkk1A, mkk2A y bck1A, y de la cepa YMJ29 (mkk1/2A), en ausencia de estimulo (-) y tras la
exposicion a 50 ug/mL de CLT o 30 pg/mL de RC, durante 240 minutos a 24 °C. La fosforilacidn dual de SIt2,
la proteina SIt2 y la GBPDH (como control de carga) se detectaron con los anticuerpos anti-phospho-p44/42,
anti-Slt2 y anti-G6PDH, respectivamente.
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1.5. La protein quinasa Pkcl no es crucial para la transmision de la seiial a través de la

ruta CWI en respuesta al CLT.

Continuando con el estudio de las proteinas implicadas en la transmisidn de la sefial por el CLT
a través de la ruta CWI, se estudid el nivel de participacion de la protein quinasa Pkcl, encargada

de activar al médulo de MAPKSs.

Se analizé la activacién de Slt2 en un mutante pkc1A en comparacidn con la cepa silvestre y se
observé que, aunque en ausencia de esta protein quinasa la sefial originada por el CLT se transmitié
hasta Slt2 ya que se detectaba un incremento de su fosforilacion y la aparicién de su forma de
menor movilidad electroforética, los niveles de fosfo-SIt2 fueron bastante inferiores a los
mostrados por la cepa silvestre. Por el contrario, en presencia de RC no se detectd ningun
incremento de fosforilacidon de Slt2 en el mutante pkclA (Figura 15A). Este resultado indica que
Pkc1 no es esencial para la activacién del mdédulo de MAPKs en respuesta al CLT, aunque si participa
de forma parcial, mientras que, en respuesta a estimulos cldsicos de la ruta como el RC, Pkcl es
crucial para la transmisidn de la seiial y la activacidn final de la ruta. Como control del experimento,
se transformd esta cepa pkclA con un plasmido que contenia a la construccion Pkcl-GFP. Tal y
como se aprecia en la Figura 15B, cuando se expreso esta protein quinasa en la cepa mutante, la
activacion de SIt2 por RC se restaurd y los niveles de fosfo-SIt2 de la muestra tratada con CLT
aumentaron, confirmando que el efecto observado en el mutante era debido a la ausencia de Pkcl

Yy, por tanto, que esta quinasa tiene un papel diferente en la transmisién de ambos estimulos.

Asimismo, se quiso analizar si la ausencia de Pkc1 afectaba a la reduccién de la fosforilacion de
Kssl y Fus3 tipica del tratamiento con el CLT, pues se ha visto que en otras condiciones de
estimulacién de la ruta CWI como el estrés mecanico o el estrés oxidativo, se produce la inhibicién
de la fosforilacidon de Fus3 en células tratadas con feromonas, a través de la fosforilacion de Ste5
por parte de Pkcl (Van Drogen et al., 2019; Lee et al., 2020). Sin embargo, en las células carentes
de Pkcl se continud apreciando dicha disminucién de los niveles de fosfo-Kss1 y fosfo-Fus3 como

consecuencia del tratamiento con el CLT (Figura 15).
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Figura 15. Estudio de la participacion de Pkcl en la activacidn de la ruta CWI por CLT y RC. Western blotting
de los extractos celulares de la cepa BY4741 (WT) y el mutante isogénico pck1A (A) y del mutante pkc1A
transformado con el vector vacio pRS316 o el plasmido pVD67 (Pkc1-GFP) (B) en ausencia de estimulo (-) y
tras la exposicion a 50 pg/mL de CLT o 30 pg/mL de RC, durante 240 minutos a 24 °C. La fosforilacién dual de
Slt2, Kss1y Fus3 se detectd con el anticuerpo anti-phospho-p44/42, |la proteina SIt2 con el anti-SIt2 y la GGPDH
(como control de carga) con el anti-G6PDH.

Teniendo en cuenta que era la primera vez que se identificaba un estimulo de la ruta CWI para
el que la acciéon de Pkcl no fuera completamente necesaria en la transmision de la sefial, decidimos
contrastar estos resultados llevando a cabo los mismos experimentos que en la Figura 15 pero con
otra cepa de fondo genético diferente. De este modo, con la cepa CML128 se observaron resultados
similares (Figura 16), reafirmando que, en ausencia de Pkcl, la transmisién de la sefial originada
por el CLT hacia el médulo de MAPKs no sélo se produce a través de Pkcl, sino también de otros

elementos de senalizacidn alternativos.

A B pkc1A
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Figura 16. Estudio de la participacién de Pkcl en la activacion de la ruta CWI por CLT y RC con la cepa CML128.
Western blotting de los extractos celulares de las cepas CML128 (WT) y su isogénica MML344 (pkclA) (A) y
del mutante pkcl1A transformado con el vector vacio pRS316 o el plasmido pVD67 (Pkc1-GFP) (B) en ausencia
de estimulo (-) y tras la exposicién a 50 pg/mL de CLT o 30 pg/mL de RC, durante 240 minutos a 24 °C. La
fosforilacion dual de SIt2, la proteina SIlt2 y la G6PDH (como control de carga) se detectaron con los
anticuerpos anti-phospho-p44/42, anti-Slt2 y anti-G6PDH, respectivamente.
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Posteriormente, se llevd a cabo un estudio de sensibilidad al CLT del mutante pkcl1A mediante
un ensayo de crecimiento en gota. Al trabajar con esta cepa, el medio YPD se tuvo que suplementar
con sorbitol que, gracias a la estabilizacién osmodtica que provoca, contrarresta el efecto que
produce el estrés de pared sobre el crecimiento de este mutante. El CLT inhibié el crecimiento del
mutante pkclA adn en presencia de sorbitol, sugiriendo un papel de Pkcl en la defensa de la
levadura frente a este antifiUngico mas alld de su intervencion en la ruta CWI. La participacion de
Pkcl en otras funciones celulares importantes ha sido descrita con anterioridad (Heinisch and
Rodicio, 2018). Por el contrario, en presencia de RC el mutante pkclA si que recuperd cierto
crecimiento gracias al sorbitol, lo que sugiere que en respuesta a este estrés Pkcl se centra en su
funcién reguladora de la ruta CWI (Figura 17). En paralelo, se midié también la sensibilidad del
mutante s/t2A en estas condiciones. En presencia de estabilizacién osmética, el mutante de
delecién del gen SLT2 crecid cuando se expuso al antiflingico, lo que sugiere que la estimulacién de
la ruta CWI a esta concentracidn de CLT (1 pg/mL) se produce por el dafio que el farmaco provoca
en la superficie celular. Como era de esperar, en presencia de RC la cepa carente de SIt2 también

fue capaz de crecer gracias a la estabilizacion osmética (Figura 17).

Sorbitol 1M

Sin tratamiento CLT

WT
pkc1A
slt2A

Figura 17. Andlisis de la sensibilidad al CLT y al RC de pkclA y slt2A en presencia de sorbitol mediante un
ensayo de crecimiento en gota. Las diluciones decimales seriadas de las suspensiones celulares de la cepa
BY4741 (WT) y de los mutantes isogénicos indicados se sembraron en placas de YPD suplementadas con
sorbitol 1 M sin estimulo, con 1 ug/mL de CLT o con 30 pg/mL de RC. Las placas se incubaron a 30 °C durante
72 horas.

Dado el caracter novedoso de los resultados anteriores, se quiso conocer si la activacion de
Slt2 de forma alternativa a la accidn de Pkcl es un fendmeno exclusivo del CLT o si también puede
producirse con otros estreses. Para ello, se estudio si otros estimulos de la ruta CWI ademas del RC
eran capaces de provocar la fosforilacion de SIt2 en el mutante pkc1A. Se escogieron los siguientes
compuestos: i) cafeina, que induce la activacion de la ruta a través de la inhibicion de TORC1 y
ademds genera fosforilaciones adicionales en SIt2 (Kuranda et al., 2006; Truman et al., 2009); ii)
zimoliasa, un complejo enzimatico que ataca a la pared celular pero cuya activacion de Slt2 requiere
del entrecruzamiento con la ruta HOG (Bermejo et al., 2008); y iii) tunicamicina, un compuesto que
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genera estrés de reticulo endoplasmatico (Chen et al., 2005). Como se observa en el Western blot
de la Figura 18, ninguno de los estimulos anteriormente mencionados fue capaz de inducir un
aumento de fosforilacion de SIt2 en ausencia de Pkcl, en contraste con la activacién de la MAPK
observada en la muestra tratada con CLT. Este resultado evidencia que, hasta donde llega nuestro
conocimiento, el CLT es el Unico estimulo de la ruta CWI capaz de producir su activacion de forma
independiente a la protein quinasa Pkcl. Los resultados de este apartado, en conjunto, sugieren
gue existe un mecanismo de activacién del médulo de MAPKs de la ruta CWI alternativo y especifico

de la respuesta al CLT, el cual aun estd por determinar.
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Figura 18. Estudio de la participaciéon de Pkcl en la activacién de la ruta CWI en respuesta a diferentes
estimulos. Western blotting de los extractos celulares de la cepa BY4741 (WT) y el mutante isogénico pkclA
en ausencia de estimulo (-) y tras la exposicion a 50 ug/mL de CLT, 8 mM de cafeina (Caf), 0.4 U/mL de
zimoliasa (Zim) o 5 pg/mL de tunicamicina (Tuni), durante 120 minutos a 24 °C. La fosforilacién dual de Slt2,
la proteina Slt2 y la G6PDH (como control de carga) se detectaron con los anticuerpos anti-phospho-p44/42,
anti-SIt2 y anti-G6PDH, respectivamente.

1.6. La activacion de la ruta CWI por CLT es parcialmente dependiente del mecanosensor

Wscl.

Actuando por encima de Pkcl en la ruta CWI se encuentra la GTPasa Rhol, cuya activacion
esta regulada positivamente por las proteinas GEFs Rom2, Rom1y Tusl. Entre ellas, Rom2 es la GEF
gue mayoritariamente participa en la regulacidon de Rhol en presencia de estrés de pared celular
(Levin 2011). Para analizar si alguna de estas GEFs es esencial para la transmision de la seiial
originada por el CLT, se realizé un ensayo de Western blotting con mutantes carentes de cada una
de ellas. En respuesta al RC, se observé de forma clara que la GEF Rom2 es necesaria para que se
produzca la activacion de Slt2, mientras que en la estimulacidon con CLT ninguna de las 3 GEFs
resulté fundamental para la transmision de la sefial (Figura 19). A pesar de ello, si que se observo

una leve disminucidn de la seializacidn en la cepa carente de Rom2.
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Figura 19. Estudio de la implicacion de las GEFs de Rho1l en la activacion de la ruta CWI por CLT y RC. Western
blotting de los extractos celulares de la cepa BY4741 (WT) y los mutantes isogénicos indicados en ausencia
de estimulo (-) y tras la exposicién a 50 pg/mL de CLT o 30 pg/mL de RC, durante 240 minutos a 24 °C. La
fosforilacion dual de SIt2, la proteina SIt2 y la G6PDH (como control de carga) se detectaron con los
anticuerpos anti-phospho-p44/42, anti-Slt2 y anti-G6PDH, respectivamente.

De forma previa a Rhol y sus GEFs operan los mecanosensores de la ruta, elementos que se
encargan de la deteccidn del dafio en superficie y transmision de la sefial, y entre los que destacan
Wscl, Mid2 y Mtll (Kock et al., 2015). Se analizd si los mutantes de delecidon en los genes
codificantes de cada uno de estos sensores provocaban la desaparicion o reduccién de la
fosforilacién de SIt2 en respuesta al CLT. Asi, se determind que solo el sensor Wscl participa de
forma parcial en la deteccién del estimulo y transmision de la sefial, puesto que en la muestra
tratada con CLT del mutante wsclA, los niveles de fosfo-SIt2 disminuyeron considerablemente en
comparacién con los niveles mostrados por la cepa silvestre o por los mutantes mid2A y mtl1A.
Paralelamente, se analizé la sefializacién por RC como en los experimentos anteriores, y se confirmé
la funcion de Mid2 como sensor encargado de detectar la sefial originada por este compuesto de

unién a quitina (Bermejo et al., 2010) (Figura 20).

WT wsc1A mid2A mtl1A
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Figura 20. Estudio de la participacion de los sensores de la ruta CWI en la transmision de la sefial en respuesta
a CLT y RC. Western blotting de los extractos celulares de la cepa BY4741 (WT) y los mutantes isogénicos
indicados en ausencia de estimulo (-) y tras la exposicién a 50 pg/mL de CLT o 30 ug/mL de RC, durante 240
minutos a 24 °C. La fosforilacion dual de SIt2, la proteina Slt2 y la G6PDH (como control de carga) se
detectaron con los anticuerpos anti-phospho-p44/42, anti-Slt2 y anti-G6PDH, respectivamente.
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1.7. Los factores de transcripcion RIm1 y Swi4/Swi6 participan en la respuesta al CLT.

La respuesta transcripcional de la ruta CWI es mediada principalmente por los factores de
transcripciéon RIm1 y SBF (formado por Swi4 y Swi6), los cuales son activados por SIt2 (Sanz et al.,
2018a). Con el fin de medir el nivel de implicacidén de estos factores de transcripcidn en la respuesta
al estrés generado por el CLT, primero se estudid la sensibilidad al antifungico de los mutantes de
delecidn afectados en estas proteinas. Como se muestra en la Figura 21, los mutantes swi4A y swi6A
exhibieron una gran sensibilidad al CLT, similar a la de s/t24A, sugiriendo un papel relevante de estos
factores de transcripcidon en la adaptacién al CLT. En presencia de RC, también se aprecié una
elevada sensibilidad en ausencia de SIt2 o de Swi4, y algo menor en el mutante carente de Swib6. En
cambio, la ausencia de RIm1 no parecié afectar en gran medida a la sensibilidad de la levadura a
ninguno de los dos estreses. La falta de sensibilidad a RC mostrada por el mutante rIm1A ya estaba
descrita, a pesar de que se ha demostrado que la respuesta transcripcional al RC requiere de la
funcionalidad de RIm1 (Garcia et al., 2004), por lo que, para analizar una posible participacion de

RIm1 en la respuesta transcripcional al CLT, fue necesaria la realizacidon de otros experimentos.

Sin tratamiento CLT RC

Figura 21. Medida de la sensibilidad a CLT y RC de los mutantes de delecidn de factores de transcripcién de
la ruta CWI mediante un ensayo de crecimiento en gota. Las diluciones decimales seriadas de las suspensiones
celulares de la cepa BY4741 (WT) y de los mutantes isogénicos indicados se sembraron en placas de YPD sin
estimulo, con 1 pg/mL de CLT o 30 pg/mL de RC. Las placas se incubaron a 30 °C durante 72 horas.

Para ello, se decidié investigar si en condiciones de estimulacién con CLT, se produce la
fosforilacién de RIm1 y Swié mediada por Slt2 que se ha observado con otros estimulos de la ruta
CWI (Watanabe et al., 1997; Kim et al., 2010). Con este fin, se realizé un ensayo de Western blotting
con la cepa silvestre BY4741 con construcciones integradas de RIm1 y Swi6 fusionadas al epitopo
6Myc. Esta técnica permite detectar si se produce un cambio de movilidad electroforética asociado
a la fosforilacion de la proteina, presuntamente a cargo de Slt2. Ademas, debido a la existencia de

un mecanismo de retroalimentacién positiva de la transcripcion del gen RLM1 (Garcia et al., 2016),
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también se puede observar un incremento de la cantidad de RIm1 en condiciones de activacién de
la ruta CWI. En las células tratadas con CLT se detectd el aumento de cantidad de RIm1 y el cambio
de movilidad tanto en RIm1-myc como en Swi6-myc, apareciendo incluso formas adicionales de
RIm1-myc de menor movilidad electroforética que tras el tratamiento con RC (Figura 22A). Este
ultimo resultado sugiere que, en presencia de CLT, RIm1l experimenta un mayor numero de

fosforilaciones que las que cominmente se producen con otros estreses.

La aparicién de estas formas adicionales de menor movilidad electroforética de RIm1 tras el
tratamiento con el CLT resulté interesante, por lo que se analizo el grado de implicacidn de SIt2 en
estas fosforilaciones, utilizando una cepa carente de Slt2. Como se observa en la Figura 22B, en el
mutante s/t2A no se produjo ninglin cambio de cantidad ni de movilidad de RIm1-myc en respuesta
al CLT, al igual que ocurrié con el RC, confirmando que este fendmeno es completamente

dependiente de la presencia de la MAPK SIt2.
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Figura 22. Analisis de la fosforilacion de RIm1 y Swib6 tras el tratamiento con CLT y RC mediante Western
blotting. Las cepas WT-RLM1Myc, WT-SWI6Myc (A) y slt2A-RLM1Myc (B) se incubaron en ausencia de
estimulo (-) y con 50 pg/mL de CLT o 30 pg/mL de RC, durante 240 minutos a 24 °C. RIm1-myc y Swi6-myc, la
fosforilacion dual de Slt2 y la GGBPDH (como control de carga) se detectaron con los anticuerpos anti-Myc,
anti-phospho-p44/42 y anti-G6PDH, respectivamente.

En la misma linea, se quiso averiguar si estas formas de menor movilidad electroforética de
RIm1 eran originadas por fosforilaciones en los residuos de la proteina potencialmente fosforilables
por Slt2. Para ello, se analizé la movilidad electroforética de una construccién de RIm1 mutada en

los tres residuos descritos inicialmente como causantes de su activacion por Slt2: Ser374, Serd27 y
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Ser439 (RIm1-3m-HA) (Jung et al.,, 2002), y de otra mutada en estos residuos mdas otros siete
(Ser234, Ser261, Thr276, Ser299, Ser518, Thr646 y Thr654) (RIm1-10m-HA), los cuales son posibles
dianas de fosforilacion por MAPKs y se ha descrito que son importantes para la activacién completa
de RIm1(Sanzetal., 2018b). Adicionalmente, se analizé una version de RIm1 mutada en los residuos
implicados en la interaccion con SIt2 (RIm1-L324AV326A-HA) (Jung et al., 2002). Como se muestra
en la Figura 23, ambas versiones no fosforilables (RIm1-3m-HA y RIm1-10m-HA) mostraron bandas
con un menor retardo electroforético que las mostradas por la versidn silvestre (RIm1-HA), lo que
indica que estos sitios de fosforilacion por Slt2 son fosforilados en respuesta al CLT. Sin embargo,
el cambio de movilidad de RIm1 no desparecié por completo en RIm1-10m-HA, lo que sugiere que
existen modificaciones postraduccionales adicionales a las anteriormente descritas. El cambio de
movilidad se redujo notablemente en la version mutante RIm1-L324AV326A, pero tampoco
desaparecié completamente, lo que sugiere que, aunque la existencia de las bandas adicionales de
RIm1 dependa de la presencia de SIt2 (Figura 22B), algunas de ellas podrian no ser consecuencia de

una fosforilacién directa por esta MAPK.
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Figura 23. Analisis de la fosforilacién de RIm1 en respuesta al CLT en mutantes en sitios de fosforilacién o de

interaccion de este factor de transcripcion. Western Blotting de los extractos celulares de la cepa mutante
rim1A transformada con el plasmido pRS314 vacio (vector) o que porta las versiones de RIm1 indicadas. Las
células se cultivaron sin estimulo (-) o en presencia de 50 ug/mL de CLT, durante 240 minutos a 24 °C. RIm1-
HA, la fosforilacién dual de SIt2 y la GEPDH (como control de carga) se detectaron con los anticuerpos anti-
HA, anti-phospho-p44/42 y anti-G6PDH, respectivamente.

Para poder relacionar la fosforilacion de RIm1l con su funcionalidad como factor de
transcripcién, es necesario medir la expresién de genes dependientes de su actividad
transcripcional. Con este fin, se seleccionaron cuatro genes cuya expresion en respuesta a estrés
sobre la pared requiere de RIm1 (MLP1, CRG1, PIR3 y SRL3) (Garcia et al., 2016; Sanz et al., 2018b)

y se midieron sus niveles de mRNA en la célula tras el tratamiento con CLT, usando la técnica de RT-

94



RESULTADOS

gPCR. Como control, también se analizé la expresién en muestras tratadas con RCy los resultados
se presentaron como la ratio de expresion de los genes en las células expuestas al estimulo respecto
a las células control sin tratamiento. Paralelamente, se llevd a cabo el mismo analisis en una cepa
mutante s/t2A para establecer una relacion entre esta expresién génica y la activacidn de la ruta
CWI. En la Figura 24 se muestra que, a pesar del gran nivel de fosforilacidon experimentado por RIm1
en presencia del CLT descrito anteriormente, la induccién transcripcional de sus genes
dependientes fue bastante débil comparado con la que se observé en las muestras tratadas con RC.
Aun asi, esta induccion fue significativamente superior a la producida en el mutante s/t2A para
todos los genes estudiados, lo cual refleja que esta pequeiia respuesta transcripcional es

totalmente dependiente de la ruta CWI.
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Figura 24. Medida de la induccidn transcripcional de los genes MLP1, CRG1, PIR3 y SRL3 mediante RT-qPCR
en respuesta a CLT y RC. La cepa BY4741 (WT) y el mutante isogénico s/t2A se incubaron en condiciones
basales sin estimulo y con 50 pg/mL de CLT o 30 pg/mL de RC, durante 240 minutos a 24 °C. Los valores
representan la ratio de expresidon entre las células tratadas y no tratadas, y corresponden a la media de 3
experimentos independientes. Las barras de error muestran la desviacion estandar. Se realizo la prueba de t-
student entre los valores de la cepa WTy la s/t24, siendo * un p-value < 0.05 y ** un p-value < 0.01.
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1.8. La exposicion al CLT genera un aumento del estrés oxidativo en las células de

levadura.

Como se ha demostrado en apartados anteriores, el CLT provoca cambios profundos en la
sefializacion a través de las rutas de MAPKs. Sin embargo, los triazoles no son capaces de generar
los mismos efectos, sugiriendo que la alteracion de membrana propia del tratamiento con azoles
no constituye el origen de estos cambios. Se ha descrito que, ademas de la inhibicidn de la sintesis
del ergosterol, algunos imidazoles presentan un mecanismo de accion mas complejo, provocando
mayores efectos en los hongos especialmente cuando se emplean a concentraciones elevadas.
Entre ellos, destaca la acumulacion de ROS en las células (Kobayashi et al., 2002; Frangois et al.,
2006; De Cremer et al., 2016). A raiz de estas observaciones, decidimos investigar un posible
aumento del estrés oxidativo por el tratamiento con CLT en nuestras condiciones y su relaciéon con

la sefializacién a través de las rutas de MAPKs.

Como primera aproximacion, se realizd un ensayo de citometria de flujo tifiendo las células
con los fluorocromos rodamina 123 y dihidroetidio (DHE), los cudles se emplean para medir
cambios en el potencial de membrana de las mitocondrias y niveles de ROS, respectivamente
(Buttner et al., 2007; Kwolek-Mirek and Zadrag-Tecza, 2014). Asi, utilizando como control negativo
muestras de células de levadura sin tratamiento, se midié la proporciéon de células que presentaron
una mayor sefial de fluorescencia para ambos fluorocromos que el control tras el tratamiento con
CLT o con peroxido de hidrégeno (H.0,), sirviendo este ultimo como control positivo del
experimento. Los porcentajes de células positivas para la rodamina 123 y el DHE tras la exposicion
al CLT fueron significativamente elevados, lo que confirmé el poder oxidativo del antifiingico.
Ademads, el porcentaje de células positivas fue especialmente alto en el caso de la rodamina 123, lo
que sugiere que el dafo oxidativo provocado por el CLT podria estar relacionado con una
desestabilizacidon de las mitocondrias. Por ultimo, el hecho de que las células expuestas al H,0,
también mostraran una mayor fluorescencia que las células sin tratar permitio ratificar la utilidad

del experimento para medir un aumento del estrés oxidativo (Figura 25).
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Figura 25. Medida del estrés oxidativo provocado por el CLT mediante citometria de flujo. Las células de la
cepa BY4741 se cultivaron sin estimulo (-), con 50 pg/mL de CLT o0 10 mM de H,0,, durante 240 minutos a 24
°C. Las graficas representan el porcentaje de células positivas que expresan una sefal de fluorescencia para
la rodamina 123 (Rd) o el DHE superior al umbral establecido a partir de las células sin tratar. Los valores
corresponden a la media de 3 experimentos independientes, y las barras de error muestran la desviacién
estandar. A la derecha se presentan histogramas representativos de uno de los experimentos. Se realizo la
prueba de t-student entre los valores de las células tratadas (CLT o H,0;) y las no tratadas (-), siendo * un p-
value < 0.05, ** un p-value < 0.01 y *** un p-value < 0.001.

Con el objetivo de corroborar los resultados de citometria de flujo y confirmar la presencia de
dafio oxidativo en la levadura tras la exposicion al CLT, se analizd6 también el estado de las
mitocondrias y del citoesqueleto de actina en las células. Es comun que la morfologia mitocondrial
se altere cuando la célula sufre estrés oxidativo (Deffieu et al.,, 2009; Bhatia-Kissova and
Camougrand, 2021) por lo que, para poder detectar posibles cambios en las mitocondrias inducidos
por el CLT, la levadura se transformd con un pldasmido portador de la proteina mitocondrial Ilve
fusionada a la proteina fluorescente mCherry y se observd su localizacion al microscopio. En las
células no tratadas (-), las mitocondrias presentaron su morfologia tipica en forma de tubulos,
mientras que en las tratadas con CLT, las estructuras tubulares desaparecieron y se formaron
agregados, indicando una clara alteraciéon de la estructura mitocondrial por el tratamiento con el

CLT (Figura 26).
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Figura 26. Andlisis de la estructura mitocondrial mediante microscopia de fluorescencia tras el tratamiento
con CLT. La cepa BY4741-T transformada con el plasmido YEplac112-llv6-mCherry se cultivé en ausencia (-) o
en presencia de 50 pug/mL de CLT, durante 240 minutos a 24 °C. Se muestran fotografias de fluorescencia y
de microscopia de contraste de interferencia diferencial (DIC) representativas de dos experimentos
independientes. La barra de escala equivale a 5 um.

Por otro lado, se examind la estructura del citoesqueleto de actina tras el tratamiento con el
antifungico, pues existe una fuerte correlacion entre los niveles de ROS y el estado del citoesqueleto
de actina de la levadura (Gourlay et al., 2004). Asimismo, se ha visto que el miconazol, otro imidazol
muy similar al CLT, induce agregacion de actina debido a una acumulacidn de ROS en el interior de
las células de levadura (Thevissen et al., 2007). De este modo, se llevd a cabo una tincidn con
rodamina-faloidina de las células de levadura sin tratar y tratadas con el CLT, con el fin de visualizar
la actina y comparar su estado en unas células y en otras. En la Figura 27 se muestra como, en
ausencia de estrés, la actina mostré su aspecto habitual, con la presencia de parches localizados en
las yemas, mientras que, tras la exposicion al CLT, la actina se encontraba despolarizada y formando

agregados en otras zonas de la célula.
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CLT

Figura 27. Analisis de la estructura del citoesqueleto de actina tras el tratamiento con CLT mediante
microscopia de fluorescencia. Se muestra la cepa BY4741 tefiida con rodamina-faloidina en ausencia de
estimulo (-) y tras la exposicion a 50 pg/mL de CLT, durante 240 minutos a 24 °C. Las imagenes corresponden
a fotografias de fluorescencia y de DIC representativas de tres experimentos independientes. La barra de
escala equivale a 5 um.

1.9. El estrés oxidativo generado por el CLT esta implicado en los efectos de este

compuesto sobre la seializacion a través de las rutas de MAPKs.

Existen trabajos que relacionan el estrés oxidativo con la activacion de las rutas CWI y HOG
(Staleva et al., 2004; Vilella et al., 2005; Jin et al., 2013; Lee et al., 2017) y con la inhibicidn de la
ruta de apareamiento (Lee et al., 2020). Asimismo, también se ha relacionado la activacién de SIt2
con la despolarizacion del citoesqueleto de actina (Delley and Hall, 1999). Teniendo en cuenta estos
antecedentes, se desed investigar la implicacion del estrés oxidativo en los efectos que genera el
CLT sobre las rutas de MAPKs. De este modo, se empled el antioxidante N-acetilcisteina (NAC) para
reducir los niveles de ROS de las células y evaluar una posible correlacién con la alteracién de las

rutas de MAPKs.

En primer lugar, se analizé el efecto del NAC en ensayos de sensibilidad frente al CLT. Como se
puede apreciar en la Figura 28, la sensibilidad al fdarmaco que habitualmente muestra el mutante

slt2A se contrarrestd al anadir NAC al medio, sugiriendo una posible relacién entre el estrés
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oxidativo y la activacion de la ruta CWI. Complementariamente, se realizd el mismo andlisis con
mutantes carentes de las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa (Sod1) y catalasa T (Ctt1),
los cuales mostraron una inhibicién del crecimiento en presencia del CLT que también se
contrarrestd con la adicion del NAC. Este resultado confirmé el caracter oxidativo del CLT y la
funcionalidad del NAC como agente antioxidante.

Sin tratamiento CLT CLT + NAC

o ® ©

SIt2A\

sod1A ‘ e
N @ © &

Figura 28. Estudio del efecto del estrés oxidativo sobre la sensibilidad al CLT del mutante s/t2A y de mutantes
carentes de las enzimas antioxidantes Sod1 y Cttl. Ensayo de crecimiento en gota de la cepa BY4741 (WT) y

de los mutantes isogénicos indicados. Las diluciones decimales seriadas de las suspensiones celulares se
sembraron en placas de YPD sin estimulo o con 1 pg/mL de CLT, suplementadas con 20 mM de NAC cuando
se indica, y las placas se incubaron a 30 °C durante 72 horas.

En segundo lugar, se llevd a cabo un experimento de Western blotting con la cepa BY4741
tratada con CLT, y afiadiendo NAC en paralelo para comparar el estado de fosforilacidon de las
MAPKs entre las dos condiciones. Mientras que en la muestra tratada con CLT se produjo la
activacion de Slt2 habitual con la aparicion de las formas P-SIt2 y LP-SIt2 caracteristicas, en la
muestra en la que se aiadid NAC los niveles de P-SIt2 disminuyeron considerablemente y la forma
LP-SIt2 desaparecid. Asimismo, la reduccién en la fosforilacion de Kss1 y Fus3 que provoca el CLT se
previno en presencia del NAC (Figura 29A). Por otro lado, la activacidon de Hogl que induce el CLT
a los 30 minutos tampoco se observo al afiadir NAC al medio (Figura 29B). Adicionalmente, se llevd
a cabo el ensayo con el compuesto clorpromazina (CPZ), un farmaco que se emplea como
antipsicético en clinica y que se ha descrito que altera la membrana plasmatica, induce la
produccidn de ROS y activa a la ruta CWI en las células de levadura (Kamada et al., 1995; Caldara et
al., 2017), como lo hace el CLT. Efectivamente, el tratamiento con la CPZ generd los mismos efectos
gue habiamos observado con el CLT sobre las rutas de MAPKs: dio lugar a la fosforilacién de Slt2
junto a la aparicidn de LP-SIt2 y provocd la activacién de Hogl y la desfosforilacién de Kss1 y Fus3,

efectos que también desaparecieron al afiadir NAC (Figura 29).
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Figura 29. Andlisis del efecto del estrés oxidativo inducido por el CLT y la CPZ sobre la sefializacién a través
de las rutas de MAPKs. Western blotting de los extractos celulares de la cepa BY4741 en ausencia de estimulo
(-) y tras la exposicion a 50 pg/mL de CLT o 50 pM de CPZ en combinacion con 20 mM de NAC cuando se
indica, durante 240 (A) o 30 (B) minutos a 24 °C. La fosforilacidn dual de Slt2, Kss1 y Fus3 se detectd con el
anticuerpo anti-phospho-p44/42, |a fosforilacién dual de Hog1l con el anti-phospho-p38, la proteina Slt2 con
el anti-Slt2, la proteina Hog1 con el anti-Hogl y la G6DPH (como control de carga) con el anti-G6PDH.

Todos estos resultados, en conjunto, permiten afirmar que, en las condiciones ensayadas, el
estrés oxidativo generado por el CLT esta implicado en la activacion de las rutas CWly HOG y en la

disminucién de la fosforilacién basal de Kss1 y Fus3.

1.10. La subunidad Tpk3 de la PKA estd relacionada con la aparicion de la forma LP-SIt2

en respuesta al CLT.

La ruta de sefializacién mediada por la protein quinasa PKA se ha asociado con la agregacion
de actina (Gourlay and Ayscough, 2006) y con la induccion de ROS mitocondrial en respuesta al
tratamiento con diferentes antifingicos (Belenky et al., 2013). En concreto, su subunidad catalitica
Tpk3 es capaz de ejercer funciones especificas en la respuesta celular al estrés oxidativo (Chevtzoff

et al., 2005; Gourlay and Ayscough, 2006). Sabiendo que el CLT es capaz de aumentar los niveles de
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ROS de las células, alterar las mitocondrias y producir agregacién de actina, y que estos efectos
estdn relacionados con la activacion de la ruta CWI, quisimos estudiar una posible implicacién de la

PKA en dicha activacion.

Se llevd a cabo un analisis de la fosforilacidn de SIt2 por el CLT en mutantes carentes de cada
una de las 3 subunidades cataliticas de la PKA: Tpkl, Tpk2 y Tpk3, y se observé una implicacién
parcial en la aparicién de LP-SIt2 de la subunidad Tpk3 (Figura 30A). Cuando se analizé el
crecimiento en gota de estos mismos mutantes, se observé una mayor sensibilidad al CLT del
mutante tpk3A, pero no de tpk1A o tpk2A, reafirmando la funcidn de esta subunidad en la respuesta
a este compuesto. Como el mutante tpk3A no mostré una mayor sensibilidad al RC, se asocié una
funcionalidad especifica de esta proteina frente al CLT, pero no frente a otros estreses de la ruta
mas directamente relacionados con pared celular. Asimismo, también se ensayd la sensibilidad de
un mutante que carecia de la subunidad regulatoria Bcyl, la cual se encarga de regular
negativamente a la PKA. Este mutante mostré sensibilidad tanto al CLT como al RC, lo que se podria
relacionar con una mayor susceptibilidad en general de la levadura a situaciones de estrés cuando

la PKA se encuentra hiperactiva (Figura 30B).
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Figura 30. Estudio de la implicacion de las subunidades cataliticas de la PKA en la activacion de Slt2 por CLT.
(A) Western blotting de los extractos celulares de la cepa BY4741 (WT) y los mutantes isogénicos indicados
en ausencia de estimulo (-) y tras la exposicién a 50 ug/mL de CLT, durante 240 minutos a 24 °C. La
fosforilacion dual de SIt2 y la GBPDH (como control de carga) se detectaron con los anticuerpos anti-phospho-
p44/42 y anti-G6PDH, respectivamente. (B) Ensayo de crecimiento en gota de las mismas cepas que en (A) y
de los mutantes s/t2A y bey1A. Las diluciones decimales seriadas de las suspensiones celulares se sembraron
en placas de YPD sin estimulo o con 1 pg/mL de CLT o 30 ug/mL de RC, y se incubaron a 30 °C durante 72
horas.
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Por ultimo, se analizd la activacion de Slt2 en un mutante bcylAy se compard con la mostrada
por la cepa WT y el mutante tpk3A. Se demostrd que, al contrario de lo que ocurrid en el mutante
tpk3A, en ausencia de Beyl la fosforilacion basal de Slt2 sin tratamiento aumentd respecto a la cepa
silvestre, asi como los niveles de LP-SIt2 tras la exposicién al CLT. Estos resultados confirmaron la

relacidn entre la actividad de la PKA y la activacién de Slt2 en estas condiciones (Figura 31).
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Figura 31. Estudio de la fosforilacidn de SIt2 por el CLT en los mutantes de delecidn carentes de las proteinas
Tpk3 y Beyl. Western blotting de los extractos celulares de la cepa BY4741 (WT) y los mutantes isogénicos
indicados en ausencia de estimulo (-) y tras la exposicién a 50 pg/mL de CLT, durante 240 minutos a 24 °C. La
fosforilacion dual de Slt2 y la GEBPDH (como control de carga) se detectaron con los anticuerpos anti-phospho-
p44/42 y anti-G6PDH, respectivamente. Los asteriscos marcan bandas correspondientes a LP-SIt2 y P-SIt2
cuya sefial se arrastré de la incubacion con el anticuerpo anti-phospho-p44/42.

1.11. La ruta de biosintesis de la trehalosa estd implicada en la activacion de SIt2 por CLT

a través de la enzima Tps1.

La trehalosa es un disacarido de glucosa Unico de plantas y hongos cuya sintesis se ha asociado
con una respuesta de proteccidn celular frente a diferentes estreses, entre los que se encuentra el
estrés oxidativo (Vilaga et al.,, 2012). Concretamente en S. cerevisiae, esta sintesis se lleva a cabo
en dos pasos: la formacidn del intermediario trehalosa-6P por la enzima Tpsl y su posterior
conversion en trehalosa por la enzima Tps2. Asimismo, Tps3 y Tsl1 son dos proteinas estabilizadoras
gue se unen a ambas enzimas formando un complejo (Gancedo and Flores, 2004). Dado que se ha
vinculado la sintesis de la trehalosa con la activacion de la ruta CWI por estrés térmico (Mensonides
et al., 2005), se planted investigar una posible relacidn entre dicha sintesis y la activacién de la ruta
por el CLT. En la Figura 32 se muestra que, en ausencia de la enzima Tpsl, pero no del resto de
elementos que participan en la sintesis de la trehalosa, se produjo una disminuciéon importante de
la activacidn de Slt2 y especialmente del nivel de LP-SIt2 tras el tratamiento con CLT. Este resultado
indica que, a diferencia de lo que se planted en este estudio previo (Mensonides et al., 2005), en el
caso de la respuesta a CLT no parece ser la acumulaciéon de trehalosa intracelular en si la que induce

una mayor activacién de Slt2, si no que seria el intermediario trehalosa-6P o la enzima Tpsl
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directamente a través de alguna funcién no identificada aun los que ejercerian un papel en la

activacion de la ruta CWI.
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Figura 32. Estudio de la implicacion de la ruta de biosintesis de la trehalosa en la activacion de la ruta CWI
por CLT. Western blotting de los extractos celulares de la cepa BY4741 (WT) y los mutantes isogénicos
indicados en ausencia de estimulo (-) y tras la exposicion a 50 pug/mL de CLT, durante 240 minutos a 24 °C. La
fosforilacion dual de SIt2, la proteina SIt2 y la G6PDH (como control de carga) se detectaron con los
anticuerpos anti-phospho-p44/42, anti-Slt2 y anti-G6PDH, respectivamente.
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2. ESTUDIO DE LA FORMA DE MENOR MOVILIDAD ELECTROFORETICA DE FOSFO-SLT2
(LP-SLT2) CARACTERISTICA DEL TRATAMIENTO CON CLT.

2.1. La forma LP-SIt2 se origina por fosforilaciones adicionales a las del motivo de

activacion TEY.

Como primer paso para llevar a cabo la caracterizacidn de la forma LP-SIt2 que aparece tras el
tratamiento con CLT en nuestras condiciones, decidimos identificar la naturaleza de la modificacion
postraduccional que origina este cambio de movilidad electroforética. Entre las modificaciones
existentes, la mds comun y caracteristica de proteinas de sefializacién como las MAPKs es la
fosforilacién. En Slt2, ademas, se han descrito dos residuos, adicionales a la Thr190 y Tyr192 del
motivo de activacion, que se fosforilan en respuesta a la cafeina (Ser423 y Ser428) (Truman et al.,
2009) y otros que se han identificado a través de ensayos de fosfoprotedmica en diferentes
condiciones (Breitkreutz et al., 2010; Swaney et al., 2013; Lanz et al., 2021). Para confirmar si esta
banda de menor movilidad electroforética de Slt2 es producida por fosforilacién, se siguieron dos
estrategias experimentales: un ensayo con fosfatasa alcalina y un ensayo de Zn%*-Phos-tag SDS

PAGE.

En la primera de ellas, se purific6 a SIt2-FLAG a partir de los extractos celulares
correspondientes y se tratd con una enzima fosfatasa alcalina de intestino de cordero (CIAP) capaz
de desfosforilar de manera inespecifica aminodcidos fosforilados. Asi, se comparé lo que ocurria
con la banda correspondiente a LP-SIt2 en la muestra en la que se afiadio CIAP respecto a aquellas
muestras en las que la enzima no estaba presente o se encontraba inhibida por la adicién de
ortovanadato sédico. En la Figura 33 se observa de forma clara que, cuando la enzima actud sobre
Slt2, la forma LP-SIt2 provocada por el tratamiento con el CLT desaparecié completamente, por lo

que se puede asociar su aparicion con un fenémeno de fosforilacién.
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Figura 33. Ensayo con fosfatasa alcalina sobre la proteina SIt2-FLAG tratada con CLT. La cepa Y00993 (s/t2A)
se transformo con el plasmido p2313 (SIt2-FLAG) y se cultivd sin (-) o con (+) 50 pug/mL de CLT durante 240
minutos a 24 °C. Slt2-FLAG inmunoprecipitada con anticuerpos anti-FLAG (pull-down) se traté sin (-) o con (+)
fosfatasa alcalina de intestino de cordero (CIAP) en ausencia (-) o presencia (+) del inhibidor de fosfatasas
ortovanadato de sodio (Na3VQ,). Los extractos celulares sin inmunoprecipitar (input) también se analizaron.
MP indica el carril donde se cargé el marcador de proteinas, y la banda corresponde a una proteina con un
tamafio de 63 kDa. SIt2-FLAG se detectd con el anticuerpo anti-Slt2.

Como método complementario, se realizé un ensayo de Zn?*-Phos-tag SDS-PAGE, el cual
permite separar a las distintas formas de fosforilacion de la misma proteina gracias a que los iones
de Zn?* que contiene el reactivo Phos-tag se unen a los fosfatos, formando complejos que aumentan
la masa molecular de las proteinas fosforiladas. De esta forma, se pueden detectar mediante
Western blotting diferentes bandas correspondientes a una proteina que se correlacionan con la
fosforilacién de dicha proteina en distintos residuos. Como control, se analizaron muestras tratadas
con RC durante dos horas, pues el patrén de movilidad de Slt2 con esta técnica Phos-tag se ha

descrito previamente por nuestro grupo de investigacion (Gonzalez-Rubio et al., 2021b).

En la Figura 34 se muestra el resultado del ensayo de la proteina Slt2 en muestras procedentes
de células sin estimular y tratadas con CLT y RC, asi como de las versiones SIt27%" y S|t2Y19%F
monofosforilables solo en uno de los residuos del dominio de activacidn al tener el otro mutado.
Estos mutantes se emplearon con el objetivo de visualizar mejor la posible aparicion de bandas
adicionales a las provocadas por las formas de Slt2 doblemente fosforiladas y monofosforiladas en
el motivo TEY. Se puede observar cémo, utilizando anticuerpos anti-Slt2, en la version silvestre de
SIt2 se apreciaron las mismas bandas originadas por el CLT y por el RC, que correspondian a la
proteina no fosforilada (np), la proteina monofosforilada en treonina (pT), la forma doblemente
fosforilada (pTpY) y la monofosforilada en tirosina (pY), en orden de mayor a menor movilidad
electroforética, de acuerdo con lo descrito previamente (Gonzalez-Rubio et al., 2021b). Sin
embargo, en la muestra con SIt2™%* tratada con CLT, ademas de la banda correspondiente a la

forma monosfosforilada en la Y192 que aparece también con RC muy retardada en el gel, como ya
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habiamos observado para esta version mutante (Gonzalez-Rubio et al., 2021b), aparecié al menos
una banda extra de mayor movilidad que no se observd en la muestra expuesta a RC. Ninguna de
estas bandas se detectd con el anticuerpo anti-phospho-p44/42 que se une a la forma doblemente
fosforilada de SIt2. Este anticuerpo, sin embargo, es capaz de detectar adicionalmente la
fosforilacién en treonina (Gonzalez-Rubio et al., 2021b), por lo que permitié apreciar la forma

monofosforilada en la T190 en células con la versién mutante SIt2Y1%F

expuestas a ambos estimulos
y también bandas adicionales exclusivas del tratamiento con CLT. Estos resultados sugieren que
existen formas fosforiladas adicionales de Slt2 en células tratadas con CLT que presentan una
movilidad diferente a las formas doblemente fosforiladas y monofosforiladas de SIt2 en el dominio
de activacidon, como se pone de manifiesto en geles con Phos-tag. Ademas, con el uso del
anticuerpo anti-phospho-p44/42, se comprobd que el CLT es un activador de la ruta CWI mas
potente que el RC, pues el nivel de fosforilacién detectado de SIt2 fue notablemente superior, tanto

en cuanto a la cantidad de proteina doblemente fosforilada como a la de la forma monofosforilada

en la T190 (Figura 34).
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Figura 34. Andlisis mediante Zn%*-Phos-tag SDS-PAGE de SIt2 y sus versiones mutantes monofosforilables
SIt2T90A y S|t2Y192F tras el tratamiento con CLT y RC. La cepa YO0993 (s/t2A) se transformd con el pldsmido
pRS316 que porta las versiones de Slt2 indicadas, y se incubd sin tratamiento (-) y con 50 pg/mL de CLT o 30
pg/mL de RC, durante 120 (muestras con RC) o 240 (muestras con CLT y sin tratar) minutos a 24 °C. Todas las
formas de Slt2 se detectaron con el anticuerpo anti-Slt2: las formas monofosforiladas en treonina (pT),
monofosforiladas en tirosina (pY), doblemente fosforiladas (pTpY) y no fosforiladas (np) (panel izquierdo). Las
formas fosforiladas de Slt2 (pTy pTpY) se detectaron con el anticuerpo anti-phospho-p44/42 (panel derecho).
Las bandas marcadas con asteriscos corresponden a una banda inespecifica (*) y a np-SIt2, cuya sefial se
arrastré de la incubacidn con anti-SIt2 (**).

Estos resultados, en conjunto, indican que la forma LP-SIt2 que surge por la exposicion al CLT
tiene su origen en fosforilaciones en residuos de la proteina adicionales a los del motivo de

activacion TEY.
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2.2. Las fosforilaciones adicionales causantes de la forma LP-SIt2 son dependientes de la

activacion de la propia MAPK y de su actividad quinasa.

Con el objetivo de profundizar en el mecanismo mediante el cual se producen estas
fosforilaciones adicionales, analizamos su dependencia tanto de la activacion como de la actividad
catalitica de Slt2. Por un lado, se empled una version de la MAPK mutada en los dos residuos Thr190
y Tyr192 del motivo de activacién TEY a alanina y fenilalanina, respectivamente, y que por tanto es

incapaz de activarse (SIt2™F)

, Yy se analizé su patrén de movilidad electroforética. Como era
esperable, esta versidon mutante no fosforilable no se detectd con el anticuerpo anti-phospho-
p44/42, pero si con el anti-Slt2. Asi, la forma LP-SIt2 que aparecio en la version silvestre de Slt2
expuesta al CLT, y que se detectd con ambos anticuerpos, no se observd en la muestra tratada con

el CLT que contenia a la construccién SIt2™F (Figura 35).
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Figura 35. Andlisis de la forma LP-SIt2 en una versién mutante de Slt2 no fosforilable en el motivo de
activacion TEY mediante Western Blotting. La cepa YO0993 (s/t2A) se transformd con los plasmidos p2313
(SIt2-FLAG) y p2316 (SIt2™F-FLAG) y se cultivé en ausencia de tratamiento (-) o con 50 pg/mL de CLT, durante
240 minutos a 24 °C. La fosforilacion dual de Slt2, la proteina SIt2 y la G6PDH (como control de carga) se
detectaron con los anticuerpos anti-phospho-p44/42, anti-Slt2 y anti-G6PDH, respectivamente.

Por otro lado, se hizo uso de una versidn cataliticamente inactiva (Kinase-Dead) de SIt2 mutada
en el residuo Lys54 a fenilalanina (SIt2XP), con la que tampoco se observé la aparicién de LP-SIt2
tras el tratamiento con el CLT, mientras que en respuesta al RC se detectd la misma banda de
fosforilacién que en la version silvestre (Figura 36A). De forma complementaria, se utilizé una
versién de SIt2 mutada en el residuo Thr195 a valina (SIt2™%V), cuya actividad quinasa estd
comprometida (Gonzalez-Rubio et al,, 2021b), y se observé una disminucion relevante de la
cantidad de LP-SIt2 respecto a la versidn silvestre tras el tratamiento con el CLT (Figura 36B). La
banda LP-SIt2 no llegd a desaparecer del todo, dado que la ausencia del residuo Thr195 afecta
significativamente a la actividad catalitica de la MAPK, pero no la elimina completamente

(Gonzalez-Rubio et al., 2021b).
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Figura 36. Estudio de la implicacién de la actividad catalitica de SIt2 en la aparicién de la forma LP-SIt2. (A,B)
Western Blotting de la cepa Y00993 (s/t2A) transformada con el plasmido pRS316 que porta las versiones de
SlIt2 indicadas tras su incubacién sin estimulo (-) y con 50 pg/mL de CLT o 30 pug/mL de RC, durante 240
minutos a 24 °C. La fosforilacion dual de SIt2, la proteina SIt2 y la G6PDH (como control de carga) se
detectaron con los anticuerpos anti-phospho-p44/42, anti-Slt2 y anti-G6PDH, respectivamente.

Estos resultados, en conjunto, indican que tanto la activacién de SIt2 por fosforilacién en su
dominio TEY como su actividad catalitica son importantes para la formacién de estas fosforilaciones
adicionales propias del CLT, lo que sugiere que o bien podrian originarse por un fenémeno de

autofosforilacidn o bien por la accién de otra protein quinasa activada por SIt2.

2.3. La parte C-terminal de SIt2 estd implicada en las fosforilaciones adicionales

producidas por el CLT.

Con el fin de identificar los residuos de SIt2 implicados en las fosforilaciones causantes de la
forma LP-SIt2 caracteristica del tratamiento con el CLT, se llevaron a cabo diferentes

aproximaciones.

En primer lugar, se realizd un ensayo de fosfoprotedmica con una construccién de Slt2-FLAG
que se purificd, por una parte, a partir de células de levadura que se usaron como control sin
tratamiento y por otra de células que fueron expuestas al antifingico. Asi, la proteina purificada
mediante una resina con anticuerpos anti-FLAG se cargd en un gel de electroforesis y sus bandas
correspondientes se utilizaron como muestras para la realizacion del andlisis protedmico mediante
nano-cromatografia liquida y espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS). De esta forma, se
detectaron una serie de péptidos tanto en la muestra sin tratar como en la tratada con CLT en los
que se localizé fosforilacion como modificacién en uno o varios de sus residuos. En la Figura 37A se
encuentran marcados en la secuencia primaria de Slt2 aquellos residuos que se identificaron como

fosforilados en la muestra expuesta al CLT, que fueron los siguientes: Tyr143, Ser146, Ser179,
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Ser186, Thr190, Tyr192, Ser393, Tyr407, Thr413, Ser414, Ser416, Ser423 y Ser428. Entre ellos, cabe
destacar que los residuos Ser179, Ser186, Thr190, Tyr192, Ser423 y S428 solamente se encontraron
en la muestra con el CLT, mientras que el resto también se identificaron en la muestra sin tratar.
Ademds, las serinas situadas en las posiciones 423 y 428, como se ha mencionado antes, ya fueron
identificadas como fosforiladas en respuesta a la cafeina (Truman et al., 2009), mientras que las
fosforilaciones en Serl79 y Serl86 se describieron en trabajos fosfoprotedmicos previos

(Breitkreutz et al., 2010; Lanz et al., 2021).
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Figura 37. Analisis de la implicacion de los residuos fosforilables de SIt2 detectados por fosfoprotedmica en
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la generacion de la forma LP-SIt2. (A) Secuencia primaria de Slt2 con los residuos identificados como
fosforilados por fosfoproteémica en la muestra tratada con CLT marcados en verde. Los aminoacidos del
motivo de activacidn TEY se encuentran subrayados en negro y los incluidos en la cola C-terminal en naranja.
El ensayo de fosfoprotedmica se realizé sobre una version de SIt2-FLAG purificada de la cepa YO0993 (s/t24A)
transformada con el plasmido p2313 (SIt2-FLAG) sin estimulo o tras el tratamiento con 50 pg/mL de CLT
durante 240 minutos a 24 °C. (B) Western blotting de los extractos celulares de la cepa Y00993 (s/t2A)
transformada con el plasmido pRS316 que porta las versiones de SIt2 indicadas, en ausencia de estimulo (-)
y tras la exposicion a 50 pg/mL de CLT durante 240 minutos a 24 °C. En el caso de la construccidn SIt25423A45428A,
el plasmido es el p2826 (SIt25423A5428A _F| AG). La fosforilacion dual de Slt2, la proteina SIt2 y la GEBPDH (como
control de carga) se detectaron con los anticuerpos anti-phospho-p44/42, anti-Slt2 y anti-G6PDH,
respectivamente.
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A raiz de estos resultados, se procediod a la construccidn de versiones de Slt2 mutadas en uno
o en varios de estos residuos, salvo en el caso de los aminoacidos del motivo de activacion Thr190
y Tyrl92, sustituyéndose los posibles aminodcidos fosforilados por alanina (aminodcido no
fosforilable), y se analizé la fosforilacién de SIt2 dependiente del CLT mediante Western blotting.
Ninguno de estos residuos parece estar implicado en las fosforilaciones investigadas, pues en
ninguno de los mutantes ensayados se observé una desaparicion o disminucién de intensidad de la
banda de menor movilidad electroforética correspondiente a la forma LP-SIt2 (Figura 37B). Cabe
especificar que, en el caso de la versién SIt2¥47A no se detectd sefial con el anticuerpo anti-SIt2
porque la mutacion del residuo Y407 afectd al reconocimiento de la proteina por parte del

anticuerpo.

Por otro lado, como en el apartado anterior se planted la posibilidad de que estas
fosforilaciones adicionales se originaran por un fendmeno de autofosforilacion o por otra protein
quinasa que podria tratarse de una MAPK, se realizé el mismo experimento con un mutante con el
residuo Thr251 sustituido por alanina, el cual es el Unico sitio -S/T-P- presente en Slt2. En este
mutante también se produjo la forma LP-Slt2, por lo que este residuo no esta implicado en la

fosforilacién extra de la MAPK (Figura 38).
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Figura 38. Andlisis de la implicacion del residuo T251 de SIt2 en la generacion de la forma LP-SIt2. Western
blotting de los extractos celulares de la cepa YO00993 (s/t2A) transformada con los plasmidos pRS316-SLT2 y
pRS316-s/t27%51A en ausencia de estimulo (-) y tras la exposicidn a 50 pg/mL de CLT durante 240 minutos a 24
°C. La fosforilacidn dual de Slt2, la proteina SIt2 y la G6PDH (como control de carga) se detectaron con los
anticuerpos anti-phospho-p44/42, anti-SIt2 y anti-G6PDH, respectivamente.

Erk5, la MAPK propuesta como homaloga de SIt2 en mamiferos (Truman et al., 2006), presenta
al igual que esta una cola C-terminal caracteristica, en la cual se han identificado multiples residuos
cuya fosforilacién es necesaria para el desarrollo de diferentes funciones (Morimoto et al., 2007;
Diaz-Rodriguez and Pandiella, 2010; Ifesta-Vaquera et al., 2010; Honda et al., 2015; Pearson et al.,
2020). Ante la posibilidad de que en SIt2 pudiera ocurrir lo mismo, y aunque algunos de los posibles
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sitios de fosforilacidn ya analizados se encontraban en esta region (Figura 37), decidimos investigar
si las fosforilaciones adicionales generadas por el CLT se producian en alguno de los residuos S/T/Y
restantes situados en esta zona de la MAPK. Para ello, en primer lugar, se estudid la fosforilacion
de una versidon de SIt2 mas corta (residuos 1-374) que carecia de la mayor parte de la cola C-
terminal. En la Figura 39 se muestra como con esta construccidn SIt22%7* no se originé una forma

288374 3 diferencia de la versién silvestre con la que si

de menor movilidad electroforética de P-Slt
aparecio la forma LP-SIt2 tras la exposicidn al CLT, lo que sugiere que las fosforilaciones causantes

del cambio de movilidad electroforética ocurren en la regiéon C-terminal de la proteina.
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Figura 39. Analisis mediante Western blotting de la fosforilacién por CLT de una versiéon de SIt2 sin la cola C-
terminal. La cepa Y00993 (s/t2A) se transformé con los plasmidos pRS316-SLT2 y pRS316-s/t22%374 y se incubd
en ausencia de estimulo (-) y con 50 pg/mL de CLT durante 240 minutos a 24 °C. La fosforilacién dual de SIt2
y la proteina G6PDH (como control de carga) se detectaron con los anticuerpos anti-phospho-p44/42 y anti-
G6PDH, respectivamente.

Por tanto, este resultado apoyaba la idea de buscar los residuos implicados en estas
fosforilaciones adicionales del CLT en la zona correspondiente a la cola C-terminal de Slt2. Para ello,
decidimos solicitar a la casa comercial GenScript una versién de Slt2 con todos sus residuos
fosforilables S/T/Y (excepto la Thr190 y la Tyr192) mutados a A/V/F respectivamente, siendo estos
ultimos los residuos no fosforilables mas semejantes a la serina, treonina y tirosina. Esta
construccion se subcloné en el plasmido pRS316 y a partir de ella se llevd a cabo una version de Sit2
con los ultimos 5 aminodacidos fosforilables mutados (SIt2-5m), puesto que correspondian a los
residuos situados en esta zona cuya participacidon en la generacién de LP-SIt2 no se habia analizado
todavia. En la Figura 40A se muestra la localizacidon de estos residuos (Ser445, Thr453, Thr456,
Thr467 y Tyr4d83) en la secuencia primaria de SIt2. En el Western blot de la Figura 40B se puede
observar cdmo, en presencia de la version Slt2-5m, el nivel de LP-SIt2 disminuyé de forma muy

considerable respecto a la version de SIt2 silvestre, lo que sugiere la implicacidon de uno o varios de
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estos aminodcidos en las fosforilaciones generadas por el CLT. En presencia de RC, en cambio, la

fosforilacién de Slt2 fue similar en las versiones silvestre y mutada.

A

1 MADKIERHTFKVFNQDFSVDKRFQLIKEIGHGAYGIVCSARFAEAAEDTTVAIKKVTNVFSKTLLCKRSLRELK
75 LLRHFRGHKNITCLYDMDIVFYPDGSINGLYLYEELMECDMHQIIKSGQPLTDAHYQSFTYQILCGLKYIHSAD
149 VLHRDLKPGNLLYNADCQLKICDFGLARGYSENPVENSQFLTEYVATRWYRAPEIMLSYQGYTKAIDVWSA
220 GCILAEFLGGKPIFKGKDYVNQLNQILQVLGTPPDETLRRIGSKNVQDYIHQLGFIPKVPFVNLYPNANSQAL
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Figura 40. Andlisis de la implicacion de los ultimos 5 residuos fosforilables de la cola C-terminal de Slt2 en la
generacion de la forma LP-SIt2. (A) Secuencia primaria de SIt2 con los residuos mutados en la versién Slt2-5m
marcados en verde. Los aminoacidos incluidos en la cola C-terminal se encuentran subrayados en naranja.
(B) Western blotting de los extractos celulares de la cepa Y00993 (s/t2A) transformada con los plasmidos
pRS316-SLT2 y pRS316-s/t2-5m en ausencia de estimulo (-) y tras la exposicidén a 50 pg/mL de CLT o 30 pg/mL
de RC durante 240 minutos a 24 °C. La fosforilacidén dual de Slt2, la proteina Slt2 y la actina (como control de
carga) se detectaron con los anticuerpos anti-phospho-p44/42, anti-Slt2 y anti-actina, respectivamente.

Con el objetivo de identificar los residuos concretos implicados en la generacion de LP-SIt2,
llevamos a cabo los mutantes individuales en los aminoacidos Ser445, Thr453, Thr456 y Thr467 y
analizamos la fosforilacidn de SIt2 por CLT mediante Western blotting. Cabe mencionar que no se
llevé a cabo la mutacidn individual del residuo Tyr483, puesto que se ha visto que la fosforilacidon
en tirosina es poco comun comparada con las fosforilaciones en serina y treonina (Ptacek and
Snyder, 2006). Se comparé la movilidad y el nivel de intensidad de LP-SIt2 en las diferentes
versiones mutadas respecto a la version silvestre de Slt2 tras el tratamiento con el CLT, y se observo
una menor presencia de esta forma en ausencia del residuo Thr4d53, lo que indica una probable

implicacion de este aminoacido en las fosforilaciones adicionales. En el caso de los residuos Ser445
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y Thrd67, por el contrario, no se detectaron cambios en LP-SIt2 en su ausencia, y en la version
mutada en el residuo Thr456, aunque no se observé la misma reduccion de LP-SIt2 que en SIt2™%Y,
si que se aprecid cierto cambio en su movilidad y una disminucidn leve de su intensidad, lo que
sugiere que este residuo también podria estar participando en la formacion de LP-SIt2 (Figura 41A).
Para confirmarlo, decidimos llevar a cabo una version de Slt2 mutada en ambos residuos Thr453 y
Thr456 y analizar su patron de movilidad electroforética en comparacién con los mutantes simples
y la version silvestre de SIt2, mediante el uso de un gel con un porcentaje menor de acrilamida (8%)
respecto al empleado de forma habitual (10%), con el fin de conseguir una mayor separacion de las
bandas. En la Figura 41B se puede apreciar que, en las versiones SIt2™3V y SLT2™%%V |3 forma LP-SIt2
se dividié en varias bandas con mayor movilidad, lo que sugiere, por un lado, que SIt2 se fosforila
de forma adicional en mas de un residuo diferente vy, por otro lado, que los aminoacidos Thr453 y
Thr456 son responsables de algunas de estas fosforilaciones, especialmente el primero de ellos.
Este cambio en LP-SIt2, ademas, fue mas notable en las versiones SIt2T3VT4V y S|t2-5m, lo que

confirma la participacién de ambos residuos en las fosforilaciones adicionales causadas por el CLT.
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Figura 41. Analisis de la implicacién de los residuos S445, T453, T456 y T467 de Slt2 en la generacidn de la
forma LP-SIt2. (A,B) Western blotting de los extractos celulares de la cepa Y00993 (s/t2A) transformada con
el plasmido pRS316 que porta las construcciones de Slt2 indicadas. Las células se incubaron en ausencia de
estimulo (-) y con 50 pg/mL de CLT durante 240 minutos a 24 °C. El gel de electroforesis separador en (B)
tiene un porcentaje de acrilamida del 8% en lugar del 10%. La fosforilacidn dual de Slt2, la proteina Slt2 y la
actina (como control de carga) se detectaron con los anticuerpos anti-phospho-p44/42, anti-Slt2 y anti-actina,
respectivamente.
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3. ANALISIS DE LA FOSFORILACION DE PROTEINAS DEPENDIENTE DEL CLT MEDIANTE UN
ENSAYO GLOBAL DE FOSFOPROTEOMICA.

3.1. El tratamiento con el CLT conduce a cambios en el fosfoproteoma dependientes e

independientes de la MAPK Sit2.

Los ensayos globales de fosfoprotedmica son herramientas muy Utiles para la identificacion de
residuos fosforilados en las proteinas y para adquirir una visién amplia de qué procesos celulares
se encuentran regulados por fosforilaciéon en las condiciones de estudio. Por ello, con el fin de
conocer cémo afecta el tratamiento con el CLT al estado de fosforilacion general de las proteinas
de la levadura, y mds concretamente al de las proteinas relacionadas con la ruta CWI, se llevd a
cabo un ensayo de fosfoprotedmica con las células de levadura antes y después de su exposicion al
CLT a diferentes tiempos. Ademas, el ensayo se realizé paralelamente con la cepa silvestre BY4741
y con el mutante isogénico s/t2A, con el objetivo de detectar entre las proteinas fosforiladas de
forma dependiente del CLT, cuales deben su fosforilacion a la presencia de la MAPK Slt2. Se llevd a
cabo una estrategia empleada anteriormente en varios trabajos del grupo de investigacidn con el
que realicé una estancia predoctoral, en los que se estudié la dindmica del fosfoproteoma de S.
cerevisiae durante las fases del ciclo celular mediante protedmica cuantitativa multiplex (Touati et
al., 2019; Pirincci Ercan et al., 2021). Asi, la metodologia consistié en la realizacién de una serie de
pasos sucesivos descritos en Jones et al. (2020): el cultivo de células y recogida de muestras a
diferentes tiempos, la obtencidén de extractos proteicos completos, la digestion de proteinas con
tripsina, el marcaje de los péptidos con el sistema de etiquetado isobarico TMT-10plex, el
enriquecimiento de fosfopéptidos mediante cromatografia de afinidad de dxidos de metal y el

analisis proteémico por LC-MS/MS (Figura 42).

Para que los resultados del ensayo resultaran fiables, se llevaron a cabo dos réplicas bioldgicas
del experimento en las mismas condiciones, y los datos que se obtuvieron se seleccionaron y
procesaron de forma similar a como se realizd en las investigaciones previas (Touati et al., 2019;
Pirincci Ercan et al., 2021). De este modo, solo se seleccionaron aquellos fosfopéptidos en los que
se identificd un Unico residuo fosforilado y que aparecieron en ambas réplicas, obteniendo un total
de 5089, correspondientes a 1428 proteinas. En cada réplica, por separado, los valores de
abundancia de estos fosfopéptidos en las muestras con CLT (15’, 30’, 60’ y 120°) se normalizaron
respecto al valor correspondiente a la muestra 0’ para cada cepa, de forma que, el valor
normalizado de abundancia de cada fosfopéptido en cada muestra se correlacioné con un mayor o

menor nivel de fosforilacion de dicho péptido respecto a la muestra control sin CLT (0’).
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Figura 42. Representacion esquematica del ensayo global de fosfoprotedmica. Se cultivaron células de la cepa

BY4741 (WT) y el mutante isogénico s/t2A a 25 °C y se recogieron muestras previas al tratamiento con CLT
(0’) y tras la exposicién a 50 pug/mL de CLT a diferentes tiempos (15’, 30’, 60’, 120’). Las proteinas presentes
en cada muestra se procesaron como se indica en los pasos 2-4, y se analizaron conjuntamente mediante LC-
MS/MS. De esta forma se detectaron y cuantificaron los fosfopéptidos mas abundantes en cada una de las
muestras.

Para comparar el comportamiento a lo largo del tratamiento con el CLT de los 5089
fosfopéptidos identificados, se realizd un clustering jerarquico agrupandolos segun sus datos de
abundancia a los diferentes tiempos, y se representdé mediante un mapa de calor o Heatmap,
asociando un mayor valor de abundancia con una mayor intensidad de fosforilacidn (Figura 43). Se
observo la presencia tanto de fosfopéptidos que aumentaron su concentracion tras el tratamiento
con el CLT como de otros que disminuyeron, siguiendo diferentes patrones. Asimismo, algunos
fosfopéptidos presentaron un comportamiento diferente en el mutante s/t2A respecto a la cepa

WT. Ambas observaciones sugieren que el CLT es capaz de provocar tanto la fosforilacién como la
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desfosforilacién de proteinas de forma dependiente del tiempo de exposicion, y que la ausencia de

Slt2 produce en algunos casos cambios en estos patrones.
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Figura 43. Representacion mediante Heatmap de la cinética de fosforilacion de los 5089 fosfopéptidos
detectados e identificados por fosfoprotedmica. Se calculé la media de los valores de cuantificacion

normalizados de los fosfopéptidos en ambos experimentos y se llevé a cabo un clustering jerarquico tras
aplicar una segunda normalizacién de tipo Z-Score. El color rojo indica un mayor valor de abundancia y por
tanto un mayor grado de fosforilacién, y el verde un menor. Los fosfopéptidos se agruparon en cuatro grupos
(indicados con diferentes colores en el dendograma) segun su patron de fosforilacién en la cepa WT. Los
datos de los mismos fosfopéptidos detectados en el mutante s/t2A se dispusieron en paralelo. El analisis se
llevd a cabo con el software Perseus.

A continuacién, decidimos establecer unos criterios para relacionar un aumento o una
disminucién significativa de la abundancia de un fosfopéptido en una muestra determinada
respecto a la muestra control con un evento de fosforilacion o desfosforilacién dependiente del
CLT, respectivamente. Asi, aquellos fosfopéptidos para los que a cualquier tiempo de exposicion al
CLT su valor de abundancia fuera 1.5 veces mayor que el correspondiente al tiempo 0’ se
consideraron fosforilados, mientras que los que presentaron una abundancia 1.5 veces menor se
consideraron desfosforilados. Se aplicaron estos criterios en las dos réplicas del ensayo por
separado, y solamente se escogieron los fosfopéptidos que cumplieron estas condiciones en ambos

experimentos. Teniendo en cuenta estos criterios, se seleccionaron un total de 1576 fosfopéptidos
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que se fosforilaron y 1770 fosfopéptidos que se desfosforilaron en respuesta al CLT en al menos
alguna de las cepas. Este resultado indica que el tratamiento con el CLT afecta de forma similar a la
fosforilacién y a la desfosforilacién de proteinas. En la Tabla 6 se muestran los datos de fosforilacion
y desfosforilacidn, tanto de los fosfopéptidos identificados como de las correspondientes proteinas,

desglosados por cepas.

Tabla 6. Numero de fosfopéptidos y sus proteinas correspondientes fosforiladas o desfosforiladas en las
condiciones indicadas.

ENTOTAL EN AMBAS CEPAS  SOLOEN LA SOLO EN LA

CEPA WT CEPA sit2A
Fosfopéptidos fosforilados 1576 888 360 328
Proteinas fosforiladas 661 425 258 214
Fosfopéptidos desfosforilados 1770 856 526 388
Proteinas desfosforiladas 795 473 287 297

Al ser los eventos de fosforilacion dependientes del CLT de mayor interés para este trabajo,
decidimos centrarnos en ellos y realizar un estudio en mayor profundidad. En la Tabla | del Anexo
I se exponen los datos completos de los 1576 fosfopéptidos considerados fosforilados y en la Figura
44 se muestra un Heatmap con su cinética de fosforilacién en las cepas WT y slt2A. Se puede
apreciar la presencia de fosfopéptidos que solamente aumentaron de concentracién a tiempos
largos de exposicion al CLT (sefialados con azul en el dendograma), otros que lo hicieron a tiempos
cortos y mantuvieron los niveles a lo largo del tiempo (en verde), y un grupo reducido de
fosfopéptidos que aumentaron significativamente su abundancia a los 15 minutos y
posteriormente disminuyd (en rosa). Ademas, se observaron grupos de fosfopéptidos cuyo
aumento de cantidad se produjo solo en la cepa WT y no en el mutante s/t2A (en verde) y viceversa
(en morado), sugiriendo la existencia de proteinas cuya fosforilacidn es dependiente de la presencia

o ausencia de Slt2.
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Figura 44. Representacién mediante Heatmap de la cinética de fosforilacion de los 1576 fosfopéptidos
considerados fosforilados tras el tratamiento con el CLT. Se calculé la media de los valores de cuantificacién
normalizados de los fosfopéptidos en ambos experimentos y se llevd a cabo un clustering jerarquico tras
aplicar una segunda normalizacién de tipo Z-Score. El color rojo indica un mayor valor de abundancia y por
tanto un mayor grado de fosforilacién, y el verde un menor. Los fosfopéptidos se agruparon en cuatro grupos
(indicados con diferentes colores en el dendograma) segun su patron de fosforilacién en la cepa WT. Los
datos de los mismos fosfopéptidos detectados en el mutante s/t2A se dipusieron en paralelo. El analisis se
llevd a cabo con el software Perseus.

Por otro lado, se llevé a cabo un estudio de enriquecimiento haciendo uso de |la herramienta
GeneOntology (GO) con la lista de genes correspondientes a las proteinas que se clasificaron como
fosforiladas de forma dependiente del tratamiento con el CLT. Este analisis permitid identificar los
principales grupos funcionales GO (procesos biolégicos) en los que se clasificaron los genes en
cuestion y que, por tanto, se vieron mds afectados por dicho tratamiento. Asi, se seleccionaron
aquellos procesos bioldgicos mas especificos que se encontraron sobrerrepresentados (con
enriquecimientos mayores de +2.5), y se mostrd para cada uno su valor de enriquecimiento y su p-
value (Tabla 7), siendo el primero un dato que representa el nUmero de veces que se observan
genes en nuestra lista pertenecientes al grupo GO en cuestidn respecto a lo que se esperaria en
base al genoma de referencia, en este caso al genoma de S. cerevisiae, y siendo el segundo la
probabilidad de que los genes se hayan incluido en dicho grupo GO por azar. Se puede apreciar que
la mayoria de los procesos bioldgicos resultaron estar relacionados con el citoesqueleto de actina,
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lo que indica que el CLT afecta en gran medida a esta estructura celular y concuerda con la

alteracién de la actina provocada por el CLT descrita en el apartado 1.8.

Tabla 7. Lista de procesos biolégicos mas enriquecidos en las proteinas fosforiladas en respuesta al CLT. Se
muestran sus datos de enriquecimiento y el p-value.

PROCESO BIOLOGICO ENRIQUECIMIENTO P-VALUE

Ensamblaje de granulos de estrés +5.98 4.12E-04

Ensamblaje del parche cortical de actina +5.98 7.73E-05

Regulacion de la nucleacion de actina mediada por el +5.13 8.71E-04
complejo Arp2/3

Regulacion negativa de la actividad protein quinasa +4.79 1.22E-03

Regulacion positiva de la organizacion de las fibras +4.49 1.73E-05
supramoleculares

Regulacion positiva de la organizacion del +3.99 2.89E-06

citoesqueleto
Regulacion de la endocitosis +3.74 1.35E-03
Regulacion negativa de la organizacion del +3.71 4.77E-04
citoesqueleto

Organizacion del anillo de septinas +3.54 4.09E-04

Regulacion de la polimerizacion de proteinas +3.54 4.09E-04

Regulacion negativa de la organizacion de las fibras +3.53 1.15E-03
supramoleculares

Regulacion de la transcripcion de genes implicados en +3.53 1.15E-03

la transicién G1/S del ciclo celular

Regulacion de la salida de la mitosis +3.22 5.29E-04

Organizacion del filamento de actina +3.19 1.72E-05

Regulacion de la transcripcion dependiente de la RNA +2.76 8.77E-04

polimerasa Il en respuesta al estrés

3.2. El estudio de fosfoproteémica confirma la activacion de SIt2 y Hogl por el CLT e

identifica nuevas fosforilaciones en componentes de la ruta CWI.

Dentro de los resultados que se obtuvieron en este ensayo de fosfoprotedmica, decidimos
buscar los fosfopéptidos que incluian a los motivos de activacion conservados de Hogl y de Slt2 y
analizar su comportamiento a los diferentes tiempos de exposicién al CLT, asi como comparar estos
resultados con la cinética de activacidn que se estudid previamente mediante Western blotting con
los anticuerpos que detectan a las formas fosforiladas de estas dos MAPKs. Cabe mencionar que
estos fosfopéptidos quedaron fuera del anadlisis llevado a cabo en el apartado anterior, pues se
identificaron dos residuos como fosforilados (Thr174/Tyr176 en Hogl y Thr190/Tyr192 en Slt2) en
lugar de uno, y ademas el fosfopéptido correspondiente de Slt2 solamente se detectd en una de las

réplicas del ensayo.
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En la Figura 45 se muestra el patrén de fosforilacion obtenido por fosfoprotedmica de estos
residuos tras el tratamiento con el CLT en la cepa silvestre, a través de la medida de |la abundancia
de sus respectivos fosfopéptidos. Por un lado, Hogl mostro su pico de intensidad de fosforilacién a
los 30 minutos, bajando hasta niveles basales tras un tiempo de exposicidn de 120 minutos. Slt2,
en cambio, aumentd su nivel de fosforilacion de forma progresiva con el tiempo, alcanzando su
maximo a los 60 minutos y manteniendo esta intensidad a tiempos mas largos. Estos
comportamientos fueron similares a los identificados previamente por Western blotting, como se

puede apreciar en las Figuras 12y 13, lo que confirma los resultados del ensayo de fosfoprotedmica.
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Figura 45. Representacidn de la cinética de fosforilacidn de Hogl y Slt2 en sus motivos de activacidn tras el
tratamiento con el CLT. Medida de la abundancia normalizada a los diferentes tiempos de exposicién al CLT
de los fosfopéptidos que contienen los residuos T174/Y176 y T190/Y192 de Hogl y Slt2, respectivamente, en
la cepa silvestre BY4741. Los valores de Hogl corresponden a la media de dos experimentos independientes,
y los de SIt2 a los de un solo experimento.

A continuacion, buscamos entre los 1576 fosfopéptidos fosforilados (Tabla | Anexo I)
fosforilaciones en proteinas relacionadas con la ruta CWI que pudieran resultar interesantes. De
este modo, se encontraron fosforilaciones en las proteinas Bck1l, Msg5, RIm1, Rom2 y Spa2. Entre
ellas, destaco especialmente la fosforilacion identificada en el residuo Thr707 de la MAPKKK Bck1,
la cual no ha sido descrita con anterioridad y se produce en un sitio tipico de fosforilacion de MAPKs
(T seguida de P). La abundancia del fosfopéptido que incluia a este residuo aumento con el tiempo
de exposicién al antifungico en la cepa silvestre y también en el mutante s/t2A, aunque de forma
menos pronunciada, lo que sugiere que no es una fosforilacion dependiente de la MAPK SIt2 (Figura

46).
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Figura 46. Representacion de la cinética de fosforilacion de Bckl en su residuo Thr707 en las cepas WTy s/t2A.
Medida de la abundancia normalizada a los diferentes tiempos de exposicién al CLT del fosfopéptido que
contiene el residuo indicado. Los valores corresponden a la media de dos experimentos independientes.

3.3. El tratamiento con CLT promueve la fosforilacion de 258 proteinas de forma

dependiente de Sit2.

Con el fin de investigar qué procesos se encuentran regulados por la ruta CWI en respuesta al
CLT a través de la fosforilacion dependiente de SIt2 y encontrar posibles sustratos de la MAPK, se
analizaron los 360 fosfopéptidos que incrementaron su fosforilacion tras el tratamiento con el
antifungico en la cepa silvestre pero no en el mutante s/t2A, asi como sus 258 proteinas

correspondientes (Tabla 6).

Para ello, en primer lugar, se realiz6 de nuevo un estudio de enriquecimiento de estas
proteinas mediante GeneOntology. En la Tabla 8 se muestran los procesos bioldgicos mas
representados en este grupo de proteinas, ordenados de mayor a menor enriquecimiento, siempre
que este fuera mayor de +2.5. El proceso que presentd un enriquecimiento mas elevado fue la
regulacién de la actividad de la RNA helicasa, una enzima implicada en multitud de aspectos del
metabolismo del RNA (Jankowsky, 2011). Seguidamente, los procesos bioldgicos mas afectados
fueron la “regulacién negativa de la actividad protein quinasa” y la “regulacién de la cascada de
MAPKs”, lo que sugiere que, en respuesta al CLT, Slt2 centra gran parte de su actividad en regular
a proteinas implicadas en sefializacién celular. Otros procesos que se identificaron como
enriquecidos fueron la regulacién de la endocitosis, del crecimiento filamentoso, la transicion G1/S
del ciclo celular, la regulacion del citoesqueleto, de la citoquinesis y la polaridad, y la remodelacion
de la cromatina, todos ellos importantes para el crecimiento y la morfogénesis de la levadura.
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Aquellos procesos bioldgicos cuyo valor de enriquecimiento también fue elevado, pero son de
caracter muy general, como, por ejemplo, la fosforilacion de proteinas o la regulacion del

transporte, no se incluyeron en la tabla.

Tabla 8. Lista de procesos biolégicos mas enriquecidos en el grupo de proteinas fosforiladas solo en la cepa
WT en respuesta al CLT. Se muestran los datos de enriquecimiento y el p-value.

PROCESO BIOLOGICO ENRIQUECIMIENTO P-VALUE

Regulacion de la actividad de la RNA helicasa +22.92 1.83E-04

Regulacion negativa de la actividad protein +10.69 2.05E-05
quinasa

Regulacién de la cascada de MAPKs +8.33 2.20E-05

Regulacion de la endocitosis +7.64 3.68E-05

Regulacion positiva del crecimiento filamentoso +6.55 7.11E-04

Regulacion de la citoquinesis +5.35 7.22E-04

Transicién G1/S del ciclo celular +3.97 8.75E-04

Regulacion de la organizacion del citoesqueleto +3.35 2.96E-04

Establecimiento o mantenimiento de la polaridad +3.21 1.54E-04
celular

Remodelacion de la cromatina +3.11 1.32E-04

En segundo lugar, se identificaron las proteinas incluidas en cada uno de estos procesos
bioldgicos, asi como los residuos en los que se detectd la fosforilacidn, y se recogieron en la Tabla
9. Asimismo, se llevd a cabo un alineamiento con las secuencias de sus fosfopéptidos
correspondientes mediante la herramienta WebLogo, obteniendo una secuencia consenso para
cada grupo (Tabla 9). Al analizar estas secuencias, se pudo observar que las proteinas que se
clasificaron dentro de los procesos de regulacién de la cascada de MAPKs y de regulacion positiva
del crecimiento filamentoso se fosforilaron mayoritariamente en un sitio -S/T-P-, sugiriendo que
podrian ser sustratos directos de Slt2. En otros grupos funcionales, sin embargo, la fosforilacion en
-S/T-P- fue minoritaria o inexistente, lo que indica que probablemente estas proteinas se

fosforilaron de forma dependiente a SIt2, pero no a consecuencia de su fosforilacion directa.
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Tabla 9. Lista de proteinas fosforiladas en respuesta al CLT solo en la cepa WT, incluyendo los residuos en los

que se fosforilan, el proceso bioldgico en el que participan y la secuencia consenso de sus fosfopéptidos.

PROCESO
BIOLOGICO

PROTEINAS Y
RESIDUOS
FOSFORILADOS

SECUENCIA CONSENSO

Regulacién de la
actividad de la RNA

Tif4632 (S503, S872)
Yral (T58)
Tif4631 (S163, S522)

4
3
2

bits

D S A =

Regulacién de la
cascada de MAPKs

Meh1 (T145)
Msg5 (S151)
Spa2 (5910, S937,
5979)

Snt1 (51037)

bits

1
UNr-warm;br-cncno-N

31
K
i 5
I
I
!
=

. 1
helicasa Tif3 (5194, 5263) PR ROTA IR PPPY 18- F P RS Py PR
Sic1 (5152)
Lspl (S41) 4
Regulacién negativa Regl (S75) 2
de la actividad YPLO14W (T100) 52
protein quinasa Fpk1 (S339) ; rwiwﬁﬂ:wmérN-n%{wahw;c:%:nvmwr-.;mo.—
Lrel (S474) N T A
Pil1 (S41)
Ptp3 (S58)
Clad (5425)
Ste20 (5228) ¢
Pbs2 (S248) s

Regulacion de la

Hal5 (5160, S233, S275,
T409)

Rom2 (S144)

Akl1 (S10, T575, S1099)
Nprl (S36, S51)

4
3

2 ]

bits

sli15 (S597)
Bud14 (S376)

endocitosis Fpk1 (5339) ; _;mw:m‘fmg_Nmf;;Gh%m;fN?qm@hw*@g_
Sat4 (T68) NTTOTREREeRsRRERree RENRIRARRARE
Aly2 (S900)
Prk1 (T586, S642)
Snf2 (S358) .
Opy2 (S348) \
Regulacion positiva | Gal83 (5279) g,
del crecimiento Migl (S179, S231, 1
filamentoso T236) Y ramewormoorunT e e R NRSRENRR8S.
Sip1 (S331) oy
Rom2 (S144)
Aim44 (S244) .
Net1 (S384) \
Regulacién de la Vrp1 (T471) 2,
citoquinesis Skg6 (S160, S215, S251, 1 S_ .,
$357) R LI LT PRI T EEEEPre
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Transicion G1/S del
ciclo celular

Sic1 (S152)

sri3 (T14)

Bck2 (S761)

Yarl (T15)

Ace2 (S385)

Ptk2 (5104, T160)
Yox1 (5135, $252)
Whi5 (T215)
Sat4 (T68)
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Regulacién de la
organizacion del
citoesqueleto

Ssk2 (5131)

Kip2 (S88)

Rom2 (S144)
Aima4 (5244)
Aim3 (T805, S813,
S915)

Vrpl (T471)

Bbcl (T173, T213,
S640)

Spa2 (S910, S937,
S979)

Spc110 (T18)
Bud14 (5376)
Gic2 (S367)

Prk1 (T586, S642)
Mhp1 (S309, S85)

4
3
2

bits

R — - I =

1
an—valﬂwl-wmclv—vamw_l-w <]

Establecimiento o
mantenimiento de la
polaridad celular

Bud3 (51515, S1594)
Nis1 (T127)

MIf3 (S79)

Rom?2 (S144)
Ste20 (S228)
AxI2 (S658, T669)
Bit61 (5144)
Zds1 (S54)

Vrpl (T471)
Spa2 (5910, S937,
$979)

Cdc10 (5311)
Bud4 (S6)

Bud14 (S376)
Gic2 (S367)
Avol (S308)

4
3
2

bits

1
‘L-—wamwh—mmo-—wm

Remodelacion de la
cromatina

Snf2 (S358)

Cyc8 (5739)

Rsc2 (S682)

Htb2 (T40)

Nhp6a (526, T47)
Rscl (S607)

Msn4 (S537)

Gisl (S425)

Msn2 (S308)

Rph1 (S575, S590)
Pho4 (5221)

Htb1 (T40)

les3 (S211)
Rtt102 (T98)
Hho1 (5130, $174)
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| | swc5 (568) | |

Esta tabla permite visualizar facilmente las fosforilaciones mds relevantes que se produjeron
en respuesta al CLT de forma dependiente a la MAPK SIt2, asi como los procesos biolégicos en los
que estan implicadas las proteinas correspondientes y que podrian verse afectados por dichas
fosforilaciones. Ademas, entre las proteinas que aparecieron en este analisis, se encontraron
algunas cuya fosforilacion dependiente de SIt2 ya fue descrita previamente en otros estudios:
Rom2, Msg5, Sicl, Lspl, Pill, Spa2, Vrpl, Bbcl, Migl y Crz1 (Gonzélez-Rubio et al., 2022), lo que
valida la utilidad de nuestro ensayo para la deteccidn de fosforilaciones mediadas por la MAPK SIt2

y por tanto por la ruta CWI.

3.4. SIt2 regula la fosforilacion en respuesta al CLT de proteinas relacionadas con las rutas

HOG y CWI.

Finalmente, se estudié en mayor detalle la fosforilacion dependiente de Slt2 de las proteinas
relacionadas con las rutas de MAPKs. Entre ellas, se encontraron principalmente proteinas

implicadas en las rutas HOG y CWI.

Respecto a la ruta HOG, se identificaron varias proteinas que acttan en la via de SHO1 (Cla4,
Ste20 y Opy2), la MAPKKK Ssk2 de la via de SLN1 y la MAPKK Pbs2. La fosforilacion de sus residuos
correspondientes en la cepa silvestre mostré un patrén muy similar en las proteinas Pbs2, Ssk2 y
Opy2, con niveles mas elevados a tiempos mas largos de exposicion al CLT, mientras que Clad y
Ste20 ya experimentaron un aumento significativo de la fosforilacion a los 15 minutos de
tratamiento (Figura 47). En estas graficas, ademads, se puede comprobar que no se produjo un

aumento de la fosforilacion de las proteinas en el mutante s/t2A.

En cuanto a la ruta CWI, se encontraron a las protein fosfatasas Ptp3 y Msg5, las cuales se
encargan de regular negativamente a SIt2, al componente del polarisoma Spa2 y a la GEF Rom2. La
cinética de fosforilacion de sus residuos correspondientes se muestra en la Figura 48. Tanto Ptp3
como Spa2 mostraron un patrén de fosforilacién similar con un aumento progresivo de la
intensidad con respecto al tiempo de tratamiento, mientras que Msg5 y Rom2 llegaron a su maximo

de fosforilacidn a tiempos cortos (20-30 minutos) para descender progresivamente después.
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Estos resultados indican que SIt2 ejerce una funcién reguladora de la propia ruta CWI y de la
ruta HOG en presencia de CLT a distintos niveles y de forma dependiente del tiempo de

tratamiento.
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Figura 47. Representacidn de la cinética de fosforilacion en respuesta al CLT de proteinas de la ruta HOG en
sus residuos indicados. Medida de la abundancia normalizada a diferentes tiempos de exposicion al CLT de
los fosfopéptidos correspondientes, en la cepa WT y el mutante isogénico s/t2A. Los valores corresponden a
la media de dos experimentos independientes.
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Figura 48. Representacion de la cinética de fosforilacion en respuesta al CLT de proteinas de la ruta CWI en
los residuos indicados. Medida de |la abundancia normalizada a diferentes tiempos de exposicién al CLT de
los fosfopéptidos correspondientes, en la cepa WT y el mutante isogénico s/t2A. Los valores corresponden a
la media de dos experimentos independientes.

Cabe indicar que las fosforilaciones identificadas en las proteinas Cla4, Pbs2, Opy2, Ptp3 y Spa2
se produjeron sobre residuos de serina seguidos de prolina, mientras que en el caso de Msg5, Ste20,
Rom2 y Ssk2 sus residuos fosforilados no formaban parte de motivos -S/T-P-. Esto sugiere que,
como se ha mencionado anteriormente, SIt2 podria regular tanto de forma directa como de forma

indirecta la fosforilacién de proteinas en respuesta al CLT.
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Muchos de los componentes y mecanismos que operan en las rutas de transduccion de sefiales
mediadas por MAPKs fueron inicialmente descritos en la levadura Saccharomyces cerevisiae, un
organismo eucariota que hoy en dia sigue empledandose de manera extensa como modelo en el
estudio de estas rutas, aportando informacién esencial para entender su funcionamiento (Chen and
Thorner, 2007). Asimismo, la facilidad que presenta la levadura para su manipulacién y
experimentacion y la gran cantidad de informacion de la que se dispone de ella a nivel genético y
bioquimico, hace que también resulte util su uso como organismo modelo para estudiar cdmo
afectan los antifungicos azélicos a los hongos (Demuyser and Van Dijck, 2019). En concreto, la
disponibilidad de colecciones de mutantes de todos los genes de S. cerevisiae ha permitido la
identificacién de aquellos implicados en la susceptibilidad o resistencia a los azoles, conocimiento
que se ha visto ampliado con el uso de las diferentes técnicas ‘Omicas’ desarrolladas en los ultimos
afios (Ribeiro et al., 2022). En esta tesis, hemos utilizado la levadura para analizar cémo uno de
estos azoles, el clotrimazol (CLT), es capaz de generar una respuesta especifica a través de las rutas
de MAPKs, estudio que ademds hemos complementado con un ensayo global de fosfoprotedmica
que ha permitido identificar proteinas y procesos bioldgicos relacionados con la respuesta celular

al CLT.

1. EL CLT PROVOCA CAMBIOS EN LA SENALIZACION A TRAVES DE LAS RUTAS DE MAPKS EN LA
LEVADURA S. cerevisiae DEBIDO AL DANO EN MEMBRANA Y AL AUMENTO DEL ESTRES
OXIDATIVO.

Los azoles son los antifungicos mds empleados en el mundo para el tratamiento de las
infecciones fungicas, tanto locales como sistémicas. Sin embargo, su efecto sobre las rutas de
MAPKs de los hongos no se ha estudiado en profundidad. Si que existen algunos trabajos en los que
se ha relacionado al triazol fluconazol con las rutas de MAPKs en C. albicans y S. cerevisiae (Parsons
et al., 2004; Navarro-Garcia et al., 2005; Lafayette et al., 2010; Roman et al., 2016) y en otros hongos
patégenos como C. neoformans (Lee et al., 2012), pero, en el caso de los imidazoles, no se habia

abordado con anterioridad cdmo afectan a estas rutas.

En este trabajo, decidimos comenzar con un analisis y una comparacién del efecto de los
diferentes tipos de azoles sobre las rutas de MAPKs de la levadura S. cerevisiae, y para ello
seleccionamos dos imidazoles y dos triazoles como representativos. La cepa de levadura ensayada
(BY4741) presentd una mayor susceptibilidad al CLT que al resto de azoles con una inhibicidn

completa del crecimiento a partir de una concentracion de 6.25 ug/mL, mientras que, por el
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contrario, presentd resistencia al fluconazol cuando se expuso a concentraciones inferiores a 25
ug/mL. Estos resultados son similares a los mostrados en otros trabajos en los que se investigo la
susceptibilidad a azoles de S. cerevisiae: en un estudio en el que se calculé la concentracién minima
inhibitoria (CMI) de varios azoles en la cepa BY4741, el CLT resulto ser el azol mas inhibitorio con
una CMI de 4 pg/mL (Martins et al., 2019), y en varios trabajos la levadura presenté resistencia al

fluconazol con valores de CMI superiores a 200 pug/mL (Lafayette et al., 2010; Cabral et al., 2013).

El tratamiento de la levadura con concentraciones inhibitorias equivalentes de estos
compuestos mostré que los dos tipos de azoles afectan de forma diferente a las rutas de MAPKSs.
Asi, el hecho de que los imidazoles, pero no los triazoles, provoquen efectos tan marcados sobre
las rutas de MAPKs (activacion de las rutas HOG y CWI y reduccidn de la fosforilacién de las MAPKs
de la ruta de apareamiento), especialmente apreciables en el caso del CLT, sugiere que esta familia
de azoles provoca alteraciones en las células de la levadura mas alla de la inhibicidn de la sintesis
del ergosterol. Aunque generalmente se considera que los azoles ejercen un efecto fungistatico,
existen trabajos en los que se ha asociado un caracter fungicida a los imidazoles. En la década de
los 80, se determind que algunos imidazoles como el CLT y el miconazol producen dos tipos de
efectos: a concentraciones bajas actian como fungistaticos por la disminucién de los niveles de
ergosterol y a concentraciones elevadas actian como fungicidas, a través del dafio directo en la
membrana plasmatica (Sud and Feingold, 1981). Mds recientemente, un estudio clasificé a estos
mismos imidazoles como fungicidas, mientras que catalogd a varios triazoles (entre ellos al
fluconazol y al itraconazol) como fungistaticos en unas condiciones de experimentacién similares a
las nuestras, considerando fungicida a aquel azol que produjera una reduccién de las ufc/mL viables
mayor de 10% a una concentracion igual o doble a la CMI (Martins et al., 2019). Por ello, es probable
que el CLT produzca un efecto fungicida sobre las células de levadura cuando se emplea a
concentraciones elevadas, lo que como consecuencia da lugar a los cambios sobre las rutas de
MAPKs mencionados anteriormente. Cuando se emplea a concentraciones inferiores, sin embargo,
su efecto sobre la ruta CWI es mas similar al que producen los triazoles, lo que se corresponderia

con un caracter fungistatico del farmaco.

Relacionado con este posible efecto fungicida de los imidazoles, existen numerosos estudios
gue asocian la exposicidn al miconazol con un aumento del estrés oxidativo en las células fungicas
(Kobayashi et al., 2002; Francois et al., 2006; Belenky et al., 2013; De Cremer et al., 2016). En
nuestras condiciones de tratamiento con el CLT, hemos demostrado que se produce un aumento
significativo del estrés oxidativo en las células de levadura que esta implicado en la seializacion a

través de las rutas de MAPKs, tanto en el incremento de la fosforilacion de Hogl y Slt2 como en la
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bajada en los niveles de fosfo-Kss1 y fosfo-Fus3. La activacién de las rutas CWI y HOG por algunos
agentes oxidantes (H,0,, diamida o cadmio, entre otros) esta bien caracterizada (Vilella et al., 2005;
Lee et al., 2017; Zhao et al., 2021); sin embargo, en ninguno de estos casos se detectd la aparicidn
de una forma de menor movilidad electroforética de Slt2 que si se produce tras el tratamiento con
el CLT, debida a fosforilaciones adicionales a las que tienen lugar en el dominio de activacién. Dado
gue el tratamiento con una concentracion elevada del compuesto clorpromazina, el cual se conoce
que altera de forma directa a las membranas de las células (De Filippi et al., 2007) ademas de
generar estrés oxidativo (Caldara et al., 2017), da lugar a los mismos efectos sobre las rutas de
MAPKs que los producidos por el CLT, se intuye que es una combinacion del estrés oxidativo junto

con un dafio en membrana lo que origina estos cambios especificos en la fosforilacién de las MAPKs.

La estimulacién de la ruta HOG por estrés hiperosmético da lugar a una activacion rapida y
transitoria de Hog1, llegando a su pico de fosforilacidn a los pocos minutos del inicio del estimulo y
promoviendo su translocacion al ndcleo (De Nadal et al., 2002; Westfall et al., 2004). Cuando las
células se exponen al CLT, en cambio, la fosforilacion de Hogl muestra una cinética de activacion
mas lenta, observandose sobre todo a los 30 minutos. De forma similar, el tratamiento de la
levadura con diferentes agentes oxidantes (Cd%, Zn?*, tBOOH y H,0,) provoca un maximo de
fosforilacién de Hogl a los 45-60 minutos (Bilsland et al., 2004), y otros estimulos como el estrés
sobre el reticulo endoplasmico inducen una activacidon de Hogl aun mas tardia, apreciable a partir
de las 2 horas de tratamiento (Bicknell et al., 2010). En esta misma linea, hemos visto que, al igual
de lo que ocurre en respuesta a H,0,y al estrés de membrana causado por la hipoxia (Hickman et
al., 2011; Lee et al., 2017), es Unicamente la via de SLN1 de la ruta HOG la que participa en la
transmisidon de la sefial por el CLT. Estas observaciones sobre el mecanismo y la cinética de
activacion de la ruta HOG, por tanto, apoyarian la hipétesis de que es el estrés oxidativo junto al
dano en membrana provocados por el CLT los fendmenos que estan detrds de su efecto sobre las

rutas de MAPKs.

Por otro lado, la ausencia de Hogl afecta de forma sutil a los niveles de activacion de SIt2 tras
la exposicién al CLT, lo que sugiere cierto entrecruzamiento de la ruta HOG hacia la CWI, aunque
no seria tan importante como el que se produce en otros estimulos como la zimoliasa y el SDS
(Bermejo et al., 2008; Jiménez-Gutiérrez et al., 2020a). Ademas, Hogl es responsable, a tiempos
cortos, de la disminucion de la fosforilacién de Kssl y Fus3 inducida por el CLT. La regulacion
negativa de estas MAPKs que participan en la ruta de apareamiento y en la de crecimiento
pseudofilamentoso por parte de Hogl ya fue descrita anteriormente en condiciones de activacién

de la ruta HOG (Hao et al., 2008; Patterson et al., 2021) y cuando se co-estimuld a las células con
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estrés hiperosmotico y feromonas (Nagiec and Dohlman, 2012). Esta regulacidon negativa es un
reflejo de cdmo, en situaciones en las que se ve comprometida la supervivencia de la célula, las
rutas de MAPKs se regulan entre ellas de forma que se favorece la activaciéon de aquellas que
generan respuestas de adaptacién al estrés frente a las que potencian el apareamiento vy el
crecimiento celular. A tiempos largos, sin embargo, Hogl solo ejerce esta regulacidon negativa de
forma parcial, por lo que deben existir otros mecanismos adicionales que también participan en
este fendmeno. Aunque existe un estudio en el que se demostré la inhibicidon de Fus3 a través de
la fosforilacion de Ste5 por parte de Pkcl en presencia de estrés oxidativo sobre células
previamente expuestas a feromonas (Lee et al., 2020), nuestros datos no apoyan la participacién

de Pkcl en la reduccion de fosfo-Kss1 y fosfo-Fus3 por el CLT.

2. LA RUTA CWI ES CAPAZ DE ACTIVARSE POR EL CLT A TRAVES DE UN MECANISMO
INDEPENDIENTE DE PKC1.

La MAPK SIt2 de la ruta CWI mostré un nivel de activacién diferente segln la concentraciéon de
CLT empleada, siendo la activacidn tras la exposicidon a concentraciones elevadas la que hemos
investigado en mayor profundidad. En dichas condiciones, Slt2 sigue una cinética de fosforilacidn
en la que la activacion empieza a ser detectable a partir de los 30 minutos y aumenta a tiempos
mas largos de exposicidn, contrastando con lo que ocurre con Hogl. Otros estimulos activadores
de esta ruta, como el rojo Congo (RC), la temperatura o el H,0,, también provocan cinéticas de
activacion similares sobre la MAPK (Pujol-Carrion and Torre-Ruiz, 2017; Jiménez-Gutiérrez et al.,

2020a).

Uno de los descubrimientos mds novedosos de este trabajo es el hecho de que la activacion
de la ruta CWI por parte del CLT no se produce Unicamente a través del circuito de sefializacién
clasico, siendo especialmente relevante que la protein quinasa Pkcl, aunque participe de forma
parcial, no resulte esencial para la transduccién de la sefial. Este fendmeno, ademas, parece ser
especifico del CLT, pues otros estimulos conocidos de la ruta son incapaces de producir la activacidn
de SIt2 sin la presencia de Pkcl. Como el médulo de MAPKs si es necesario para la transmisidn de
la sefial generada por el CLT, sugerimos que existe una protein quinasa alternativa que actua por
encima de Bck1, activandola de forma paralela a Pkcl o solamente en ausencia de esta. En células
de mamiferos, se ha descrito recientemente que la ruta ERK es capaz de activarse en ausencia de
RAF en determinadas condiciones gracias a la accion de otras quinasas como la PI3K (Scheffler et

al., 2021), lo que confirma la plasticidad que presentan las rutas de MAPKs en su mecanismo de
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activacion. Curiosamente, a pesar de que Pkcl no resulta esencial para esta activacion, su presencia
si es vital para la supervivencia de las células frente al antifungico, lo que podria estar relacionado
con las otras funciones que regula esta proteina mas alla de la ruta CWI (Heinisch and Rodicio,

2018).

Por otro lado, hemos demostrado que Wscl, uno de los sensores caracteristicos de la ruta,
participa de forma parcial en la deteccién y transmision de la sefial inducida por el CLT. Esta descrito
que este sensor transmite la sefial a los elementos que se encuentran por debajo en la ruta a través
de la unién de su cola citoplasmatica con la proteina GEF Rom2, la cual es la encargada de continuar
con la propagacion de la sefial a través de la activacién de Rhol (Vay et al., 2004). Aunque en el
caso del CLT ninguna de las GEFs de Rho1l resulta esencial para la transmision de la sefal, podria
existir una activacion de la ruta mediada por el eje Wsc1-Rom2-Pkcl que es complementada por

otro mecanismo paralelo que actua directamente sobre el médulo de MAPKs.

En un estudio reciente, se ha demostrado que los sensores Wscl y Mid2, aparte de unirse a
Rom2, son capaces de interaccionar con otras proteinas que también podrian estar implicadas en
la transmisidn de la sefal a través de la ruta CWI (Santiago-Cartagena et al., 2019). Asi, resulta
especialmente interesante la interaccidén entre Wscl y Ras2, la cual ya se habia investigado con
anterioridad (Verna et al., 1997) y parece ser importante para la respuesta de la levadura al estrés
oxidativo a través de la ruta CWI. Ras2 es una proteina G que, junto a Rasl, participa en la ruta de
activacion de la PKA a través de un incremento del cAMP intracelular (Tamaki, 2007). Por tanto, la
implicacion de la PKA en la activacidon de SIt2 por el CLT, y mds concretamente en la generacion de
la forma LP-SIt2 que hemos detectado en este trabajo, estaria en consonancia con la hipdtesis de
una interaccion Wsc1-Ras2. Esta regulacion positiva de la ruta CWI por parte de la PKA, sin embargo,
difiere de lo que se ha observado en otros estudios. De forma general, se ha descrito que la ruta
Ras-PKA presenta una menor actividad en condiciones de estrés (Estruch, 2000). Mas
especificamente, en condiciones de estrés oxidativo por H,0; y de ausencia de glucosa, se produce
una inhibicion de Ras2 mediada por el sensor de la ruta CWI Mtl1 (Petkova et al., 2010), y en
respuesta al antifungico caspofungina se induce una inactivacion de la PKA mediada por el sensor
Wscl (Garcia et al., 2017). Por ello, es probable que en presencia del CLT la PKA sea menos activa,
pero podria ocurrir que, a pesar de su menor actividad, fuera capaz de actuar de forma positiva
sobre la fosforilacion de SIt2 mediante un mecanismo aun desconocido. En esta relacidn entre la
PKA y Slt2, ademas, solo participa la subunidad Tpk3, lo que sugiere que esta regulacidn se produce

como consecuencia del estrés oxidativo generado por el CLT, pues la funcionalidad de esta
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subunidad se ha relacionado en diferentes trabajos con la actividad mitocondrial, el aumento de

ROS y la alteracién de la actina (Chevtzoff et al., 2005; Gourlay and Ayscough, 2006).

Por otra parte, hemos visto que el dafio oxidativo que provoca el CLT sobre las células de
levadura estd asociado a una alteracion de las mitocondrias. Existen estudios en los que se ha
descrito un papel regulador de SIt2 en la mitofagia (Mao et al., 2011) y otros en los que se ha
localizado a Bck1, Mkk1 y SIt2 en la mitocondria cuando las células se exponen a estrés oxidativo
(Fairn et al., 2007). De este modo, podria ocurrir que la ruta CWI detectara el dafio oxidativo
producido por el CLT localizdndose en la mitocondria y que ademas regulara procesos relacionados

con ella.

En un estudio en el que se midid la respuesta transcripcional al tratamiento con antifungicos
fungicidas (entre ellos el miconazol), se observé una mayor expresién de genes relacionados con la
sintesis de trehalosa: TPS1, TPS2 y TSL1 (Belenky et al., 2013). En nuestro trabajo, hemos visto que
Tps1, la enzima que cataliza el primer paso de la biosintesis de trehalosa, es necesaria para que se
produzca la activacién completa de Slt2 por parte del CLT. Este disacarido, aparte de funcionar
como reserva energética, ejerce una funcién protectora frente a diferentes tipos de estreses (Elbein
et al., 2003); sin embargo, no parece ser la acumulacién de trehalosa en si lo que esta mediando la
activacion de la ruta CWI por el CLT, pues no se observé el mismo efecto con el resto de proteinas
que participan en su biosintesis (Tps2, Tps3 y Tsl1). Se ha visto que el precursor sintetizado por
Tpsl, la trehalosa-6-P, regula a la glicolisis mediante la inhibicién de la enzima hexoquinasa
(Blazquez et al., 1993), por lo que dicha regulacion podria estar detras de la relacion entre Tpsl y
la activacion de SIt2. Asimismo, la propia proteina Tpsl también podria estar ejerciendo alguna
funcién desconocida en presencia del antifungico. Como esta ruta de biosintesis de la trehalosa no
esta presente en mamiferos, es una buena diana para desarrollar nuevas terapias antifingicas, lo
que hace que esta relacion entre Tpsl y la respuesta al CLT a través de la activacién de la ruta CWI

resulte interesante para profundizar en ella en un futuro.

En cuanto a la respuesta transcripcional que se genera tras la activacion de Slt2, hemos
observado que los principales factores de transcripcidn de la ruta (RIm1 y SBF) son activados por la
MAPK en respuesta al CLT y, al menos Swi4 y Swi6, son importantes para la supervivencia de las
células en presencia de este compuesto. No obstante, cuando se midié la funcionalidad de RIm1
mediante la cuantificacion de la expresion de sus genes dependientes, esta fue mucho menor que
la mostrada en respuesta a un estrés tipico sobre la pared celular como el provocado por RC. Este
resultado sugiere que, en respuesta a CLT, la expresion de genes relacionados con la biogénesis y

remodelacion de la pared no es tan importante como en el caso de los estimulos mas cldsicos de la
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ruta, en los que se requiere un mecanismo reparador de esta estructura que asegure su integridad
(Sanz et al., 2018a). Asimismo, la presencia de un mayor numero de modificaciones
postraduccionales en RIm1 tras el tratamiento con el CLT podria significar que alguna de ellas esta

regulando de forma negativa la actividad de este factor de transcripcion.

En resumen, la activacion de la ruta CWI por el CLT se produce a través de un mecanismo
especifico y novedoso que incluye la participacion de la via candnica de activacidn, pero también la
de componentes de otras rutas y de proteinas aun no identificadas. En la Figura 49 se muestran las
proteinas para las que se ha visto una implicacién parcial o total en la respuesta al CLT a través de
la ruta CWI, ademas de aquellas que participan en los efectos que produce el CLT sobre las rutas
HOG y de apareamiento. De este modo, la figura constituye una representacion esquematica del
conocimiento que hemos adquirido sobre como el CLT afecta a las células de levadura y mas

concretamente a sus rutas de MAPKs.
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Figura 49. Representacién esquematica de los efectos que produce el tratamiento con el CLT sobre la
levadura y sus rutas de MAPKs.

3. EL CLT PROVOCA LA FOSFORILACION DE SLT2 EN RESIDUOS ADICIONALES A LOS DE SU MOTIVO
DE ACTIVACION.

La exposicién al CLT, ademas de inducir una potente activacién de la ruta CWI, provoca la
aparicion muy evidente de una forma de menor movilidad electroforética de SIt2 que no se habia
observado con otros estimulos de la ruta. La generacién de esta forma LP-SIt2 se relaciond con las

modificaciones postraduccionales (PTMs) que puede sufrir una proteina, pues estas son capaces de
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provocar un aumento de la masa molecular y/o un cambio en la conformacién, dando lugar a un
retraso de la movilidad proteica en la electroforesis (Shirai et al., 2008). Existen mas de 400 tipos
de PTMs diferentes que afectan a la funcionalidad de las proteinas, siendo la fosforilacién la mas
frecuente, seguida de otras como la acetilacidn, la ubiquitinacién o la succinilacion (Ramazi and
Zahiri, 2021). Concretamente en las rutas de sefializacién mediadas por protein quinasas, la
fosforilacidn juega un papel fundamental (Ardito et al., 2017). Asi, se investigd si la fosforilacidon era
la modificacidn que se encontraba detrds de este cambio de movilidad en SIt2 y se confirmé
mediante la realizacion de dos técnicas bioquimicas diferentes como son el ensayo de
desfosforilacién con fosfatasa alcalina y el Zn?*-Phos-tag SDS-PAGE. El CLT, por tanto, provoca que

SIt2 se fosforile en uno o varios residuos ademas de los que conforman su motivo de activacion TEY.

Existen trabajos en los que se ha descrito la existencia de este tipo de fosforilaciones
adicionales en las MAPKs de mamiferos y, lo que es mas interesante, se ha visto que son capaces
de regular diferentes aspectos de las proteinas: (i) en ERK1 los residuos Thr207 y Tyr210 se
fosforilan por autofosforilacién y por MEK1, respectivamente, regulando negativamente la
actividad catalitica de la quinasa (Lai and Pelech, 2016), (ii) en ERK2 el residuo Thr188 (equivalente
a la Thr207 de ERK1) se autofosforila provocando una mayor interacciéon de la proteina con
sustratos nucleares relacionados con la hipertrofia cardiaca (Lorenz et al., 2009), y (iii) en ERKS5 se
han descrito fosforilaciones en un nimero considerable de residuos localizados en su zona C-
terminal que regulan diversas funciones como la actividad catalitica, la translocaciéon al nucleo o la
unién a sustratos (Morimoto et al., 2007; Diaz-Rodriguez and Pandiella, 2010; Ifiesta-Vaquera et al.,
2010; Honda et al., 2015; Pearson et al., 2020). Asimismo, en la propia Slt2 de S. cerevisiae se ha
reportado un caso de fosforilacidn adicional que altera la funcionalidad de la MAPK: en respuesta
a la cafeina, los residuos Ser423 y Ser428 son fosforilados por las quinasas de control de ciclo Rad53
y Mec1/Tell, respectivamente. La fosforilacién en la Ser423 provoca la inhibicién de la unién entre
SIt2 y Swid, mientras que la fosforilacidn en la Ser428 no se ha asociado a ninguna funcion todavia

(Truman et al., 2009).

Hemos demostrado que, para que las fosforilaciones adicionales causadas por el CLT tengan
lugar, es importante la previa activacién de SIt2 y su actividad catalitica, lo que indica que podrian
tener su origen en un fendmeno de autofosforilacion o en la accién de otra protein quinasa que a
su vez necesita activarse previamente por Slt2. Asimismo, es en la cola C-terminal de esta MAPK,
una estructura unica de SIt2 que regula algunas funciones importantes como la actividad
transcripcional y la autofosforilacién (Gonzéalez-Rubio et al., 2021a), dénde parece ser que se

producen estas fosforilaciones adicionales. Concretamente, hemos identificado a los residuos
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Thrd53 y Thr456 como potenciales receptores de esta fosforilacidn, siendo la participacién del
primero de ellos mds importante. No obstante, como en las versiones de SIt2 mutadas en estos
residuos contintdian apareciendo bandas de menor movilidad electroforética tras el tratamiento con
el CLT, consideramos que existen otros residuos que también se fosforilan y que todavia no hemos
identificado. En un estudio fosfoprotedmico global previo, en el que se detectaron fosfositios de
todo el proteoma de la levadura, se identificd la fosforilacion de estos dos residuos (Thr453 y
Thr456) (Breitkreutz et al,, 2010), lo que reforzaria la hipdtesis de que estos aminoacidos se
fosforilan en respuesta al CLT. Por otro lado, cabe remarcar que estos residuos no forman parte de
sitios -S/T-P-, lo que hace menos probable que se produzcan por autofosforilacion o por la accién

de otra MAPK.

Adicionalmente, seria importante explorar la posible alteracidon de las funciones llevadas a
cabo por Slt2 por parte de las fosforilaciones en la Thr453 y la Thr456, pues esto permitiria obtener
una vision completa de como responde la ruta CWI al tratamiento con el CLT. Se ha descrito que la
region C-terminal de SIt2 donde se encuentran estos residuos realiza una regulacion negativa de la
autofosforilacidn, evitando que se produzca una hiperactivacion de la MAPK (Levin-Salomon et al.,
2009; Gonzalez-Rubio et al., 2021b), por lo que las fosforilaciones en estos dos residuos podrian
estar implicadas en la regulacion de este proceso. Por otro lado, también debe barajarse la
posibilidad de que estas fosforilaciones regulen otras funciones, como, por ejemplo, las

anteriormente mencionadas en el caso de las ERKs.

4. IDENTIFICACION DE CAMBIOS EN EL FOSFOPROTEOMA Y DE POSIBLES SUSTRATOS DE SLT2 EN
RESPUESTA AL CLT MEDIANTE UN ENSAYO DE FOSFOPROTEOMICA.

Alternativamente al ensayo fosfoprotedmico realizado con Slt2, en el que se examind una
Unica proteina purificada, decidimos llevar a cabo un estudio global con el que poder analizar todo
el fosfoproteoma de la levadura. Este tipo de ensayos globales de fosfoprotedmica realizados a
partir de lisados celulares completos, empezaron a llevarse a cabo en S. cerevisiae a principios de
los afios 2000 (Ficarro et al., 2002), y suponen una herramienta muy util para identificar y
caracterizar la fosforilacion de proteinas a gran escala (Roux and Thibault, 2013). Esta metodologia
permite extraer una gran cantidad de datos que, en caso de querer profundizar en ellos, requieren
una validacion mediante la realizacién de técnicas bioquimicas clasicas, especialmente si se desea
conocer la significacién funcional de las fosforilaciones identificadas. De este modo, utilizamos un

ensayo de este tipo como primera aproximacién para obtener una vision amplia y dindmica de
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cémo afecta el tratamiento con el CLT a la fosforilacion de las proteinas, cuantificando los

fosfopéptidos detectados a los diferentes tiempos de exposicion al antifungico.

Con los datos obtenidos, decidimos llevar a cabo una seleccion de péptidos y un procesamiento
siguiendo unos criterios similares a los aplicados en trabajos previos que habian seguido la misma
metodologia (Touati et al., 2019; Pirincci Ercan et al., 2021), pero adaptados a nuestras condiciones.
De esta forma, se detectaron tanto eventos de fosforilacion como de desfosforilacion dependientes
del CLT y, aunque ambos son fendmenos clave en la regulacidn de multitud de procesos (Vitrac et

al., 2019), en este trabajo decidimos centrarnos en el primero de ellos.

La deteccion de péptidos que se fosforilaron tras una corta exposicion al CLT para luego volver
a desfosforilarse, de otros que se fosforilaron solamente tras tiempos largos y de otros que se
mantuvieron fosforilados a todos los tiempos de tratamiento ensayados, demuestra que este
estimulo afecta de forma diferente a las distintas proteinas de la levadura, y que la respuesta celular
depende del tiempo de exposicidn. En el anexo de esta tesis se incluyen los datos detallados de los
fosfopéptidos que se identificaron como fosforilados de forma dependiente al CLT, de manera que
se puede consultar qué proteinas se fosforilaron en respuesta al CLT y con cuanta intensidad. Entre
ellas, una proteina cuya fosforilacién nos resulté especialmente interesante fue la mostrada por
Bckl en su residuo Thr707, el cual forma parte de un sitio de fosforilacién tipico de MAPKs. Como
hemos visto que Bckl podria ser activada por una protein quinasa alternativa a Pkcl en respuesta
al CLT, seria interesante investigar si este residuo estd implicado en dicha activacién. Ademas, en la
bibliografia solo existe un trabajo en el que se haya demostrado la fosforilacidn in vitro por parte
de Pkcl de los residuos Ser939, Thr1119 y Ser1134 de Bck1 (Levin et al., 1994), pero no hay estudios
in vivo en los que se haya investigado su activacién, por lo que todavia hay mucho desconocimiento

de como se regula esta proteina.

Los procesos biolégicos en los que mas participan estas proteinas fosforiladas estan
relacionados en su mayoria de alguna forma con la actina, lo que confirma el gran impacto que el
estrés oxidativo y de membrana generado por el CLT provocan sobre la homeostasis de la célula en
general y sobre la integridad de la actina en particular, como ya se demostrd con la alteracion de la

actina observada al microscopio en células tratadas con el farmaco.

Por otro lado, el ensayo de fosfoprotedmica se llevé a cabo de forma paralela con una cepa
silvestre y con el mutante de delecidn s/t2A, con el fin de detectar aquellas fosforilaciones
provocadas por el CLT que dependen de la MAPK. La utilidad de este tipo de estrategias se ha visto

en otros trabajos recientes: en Schizosaccharomyces pombe se identificaron nuevos sustratos de la
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guinasa Dsk1 gracias a un estudio fosfoprotedmico en el que se compard el nivel de fosforilacién
de los péptidos en una cepa WT y en un mutante dskIA (Wu et al., 2020) y el anélisis
fosfoprotedmico sobre mutantes carentes de Slt2, Nprl, Rim15 y Yakl de S. cerevisiae permitid
conocer qué proteinas regulan dichas quinasas en condiciones de inhibicion de TORC1 (Dokladal et

al., 2021).

De esta forma, conseguimos detectar unas 258 proteinas que se fosforilaron de forma
dependiente a SIt2 en respuesta al CLT y que por tanto podrian ser potenciales sustratos de la
MAPK. Analizando los sitios de fosforilacidn identificados en estas proteinas, se observé que
muchos de ellos no correspondian a sitios de fosforilacién consenso de MAPKs (S/T seguidos de P),
lo que podria tener dos explicaciones diferentes: (i) que en estas proteinas Slt2 es capaz de fosforilar
residuos diferentes a los que constituyen su motivo de fosforilacién candnico o (ii) que estas
fosforilaciones son mediadas por otras protein quinasas, pero de forma dependiente a la presencia
de SIt2. Aunque por norma general se ha descrito que las MAPKs solamente fosforilan a sus
sustratos en sitios -S/T-P- (Sheridan et al., 2008), se ha demostrado que Slt2 fosforila a Bcyl en una
treonina no seguida de prolina (Soulard et al., 2010) y a Rpb1 en una tirosina (Yurko et al., 2017),
por lo que no podemos descartar que aquellas proteinas cuya fosforilacién en sitios no tipicos de

MAPKSs se ha detectado en este analisis sean sustratos directos de Slt2.

En este caso, las proteinas detectadas, ademas de relacionarse con la regulacion del
citosequeleto, estan implicadas en su mayoria en funciones mas variadas. Asi, el proceso bioldgico
mas enriquecido en el andlisis por GeneOntology fue la regulacion de la actividad RNA helicasa, lo
que podria indicar que, en respuesta al CLT, la ruta CWI participa en la regulacion de la expresion
génica (Bourgeois et al., 2016). Una de las proteinas incluida en este grupo GO (Tif4632), ademas,
ya habia sido identificada como fosforilada de forma dependiente a Mkk1/2 en condiciones de

activacion de la ruta CWI en un estudio fosfoprotedmico previo (MacGilvray et al., 2020).

Los siguientes procesos GO que presentaron un mayor enriquecimiento fueron la regulacion
negativa de la actividad protein quinasa y la regulacion de la cascada de MAPKs. Profundizando en
el primero de ellos, se detectd la presencia de 3 proteinas cuya fosforilacién dependiente de SIt2
ya se habia descrito previamente. Sicl es un inhibidor de la quinasa de ciclo Cdk1 que es fosforilada
de forma directa por SIt2 en su residuo Thr173 facilitando su estabilizacién (Moreno-Torres et al.,
2015), mientras que Lsp1 vy Pill son dos proteinas que promueven la formacion del eisosoma y cuya
fosforilacién en el residuo Thr233 se detecté en un ensayo de fosfoprotedmica en condiciones de
hiperactivacion de Pkcl (Mascaraque et al., 2013), aunque su fosforilacion directa por parte de Slt2

no se pudo demostrar posteriormente con un ensayo quinasa (Alonso-Rodriguez et al., 2016).
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Curiosamente, las fosforilaciones que se detectaron en nuestro estudio fueron en residuos
diferentes (Ser152 en Sicl y Ser41 en Lsply Pill), que ademas no forman parte de motivos -S/T-P-
, lo que indica que la regulacidén que ejerce SIt2 sobre estas proteinas es diferente en el caso de la

estimulacién con el CLT.

En cuanto a las proteinas incluidas en el proceso bioldgico de regulacién de la cascada de
MAPKs, se encontraron algunas fosforilaciones interesantes en ellas. Esta descrito que Msg5, la
fosfatasa de especificidad dual que es capaz de desfosforilar tanto a SIt2 como a Fus3, es fosforilada
de manera directa por Slt2, aunque no se conocen los residuos implicados (Flandez et al., 2004). En
nuestro analisis, si se reconocié al residuo Ser151 como fosforilado de forma dependiente al Slt2, y
también se encontré una mayor desfosforilacion del residuo Ser115 en el mutante s/t2A respecto a
la cepa WT (datos no mostrados), lo que postula a estos dos aminodacidos como posibles receptores
de la fosforilaciéon de Msg5 por parte de Slt2. Ptp3, otra protein fosfatasa que actua sobre la ruta
CWI de forma similar a Msg5, también se identific6 como fosforilada en este grupo, y Spa2, una
proteina del polarisoma que interacciona con Mkk1 y Slt2 actuando como andamiaje (Van Drogen
et al.,, 2002) y cuya fosforilacién dependiente de Mkk1/2 ya se detecté en un estudio
fosfoprotedmico previo (MacGilvray et al., 2020), se fosforild en nuestro andlisis en 3 residuos
diferentes (Ser910, Ser937 y Ser979). En este grupo, ademas, también se encontraron proteinas
que intervienen en la ruta HOG: Cla4, Ste20 y Pbs2. Otras proteinas relacionadas con MAPKs, sin
embargo, se clasificaron dentro de otros procesos GO, siendo el caso de Rom2, Opy2 y Ssk2. Rom2,
cuya fosforilacion dependiente de SIt2 ya habia sido descrita con anterioridad en condiciones de
estrés térmico (Guo et al., 2009), se detecté como fosforilada en su residuo S144. El hecho de que
la cinética de fosforilacidn de estas proteinas implicadas en rutas de MAPKs varie entre ellas apunta
a la existencia de mecanismos involucrados en la modulacién temporal de la sefializacidn por parte
de SIt2, que operarian en momentos diferentes segun el sustrato. En términos generales, lo que
estos resultados sugieren es que, en respuesta al CLT, la ruta CWI es capaz de autoregularse a través

de la funcionalidad de SIt2 y que la ruta HOG también es regulada por esta MAPK.

Por ultimo, cabe mencionar la identificacion de la fosforilacidon de otras proteinas de interés
gue se incluyeron en procesos GO menos enriquecidos. Es el caso de Msn2 y Msn4, dos factores de
transcripcién relevantes en la respuesta al estrés y que ademads pueden ser regulados por Hogl
(Estruch, 2000), de Whi5 y Srl3, dos importantes represores de la transcripcién dependiente de ciclo
que interaccionan con el factor SBF (Gomar-Alba et al., 2017), y de las proteinas Vrp1, Bbcl, Migl
y Crz1, implicadas en otras funciones importantes y cuya fosforilacion asociada a Slt2 ya fue descrita

en estudios fosfoprotedmicos previos (MacGilvray et al., 2020; Dokladal et al., 2021). En la Figura
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50 se muestran de manera esquematica todas las proteinas mencionadas anteriormente cuya
fosforilacién dependiente de SIt2 se ha detectado en respuesta al CLT, clasificadas segun las

funciones mas relevantes en las que participan.

En conclusion, se puede afirmar que los ensayos de fosfoproteémica constituyen una buena
primera estrategia para detectar a gran escala qué proteinas se ven afectadas por unas condiciones
determinadas y para encontrar proteinas fosforiladas por la accién de una protein quinasa. A pesar
de esto, se deben tener en cuenta sus limitaciones. Asi, hay fosforilaciones relevantes que no se
detectan en estos ensayos porque sus fosfopéptidos correspondientes no son lo suficientemente
abundantes en la célula. Por ejemplo, Swi6, cuya fosforilacion dependiente de Slt2 en respuesta al
CLT demostramos previamente mediante Western Blotting, no aparecié como fosforilada en
nuestro ensayo de fosfoprotedmica, y tampoco se identificaron residuos adicionales de Slt2 que se
fosforilaran en respuesta al CLT. Por ultimo, la utilizacion de ensayos quinasa especificos
desarrollados por nuestro grupo de investigacion (Alonso-Rodriguez et al., 2016) permitiran
confirmar cuales de los posibles sustratos identificados en este estudio son objeto de fosforilacién
directa por SIt2, y asi ampliar el conocimiento de la actividad de la ruta CWI en las células de

levadura.

Slt2
Rutas de MAPKs @
/ Ruta CWI \ Actividad RNA helicasa Ciclo celular
Sk 5503 S872 Wh'S@
Rom?2 Ptp3 Tif4362 !
S$152
@ 5151 i Sicl Sri3
Msg5 Spa2 isosoma
sa1 sa1 Respuesta a estrés
Lspl Pil1 5308 @
Ruta HOG Msn2 Msn4
S T418
Cla4 Ste20 Organizacion Crzl
citoesqueleto
Pbs2 — .
@ P . - Crecimiento filamentoso
S131 B Cl
Opy2. Ssk2 Vrpl @ 5231

\ / 5640 Migl

Figura 50. Esquema de algunas de las proteinas detectadas como fosforiladas en respuesta al CLT y de forma
dependiente a Slt2. Aquellos sitios de fosforilacién que forman parte de dominios -S/T-P-, y por tanto son
mas susceptibles de ser fosforilados directamente por Slt2, estan marcados en rojo.
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10.

La exposicién de la levadura a los antifungicos imidazélicos, en especial al clotrimazol
(CLT), provoca cambios en la sefializacién de las rutas de MAPKSs: activa a las rutas HOG
y CWI, con la aparicién de una forma de menor movilidad electroforética de SIt2 que
hemos denominado LP-SIt2, y reduce la fosforilacion de las MAPKs Fus3 y Kss1 de la
ruta de apareamiento.

La activacién de la ruta CWI por el CLT es dependiente de la concentracidn y tiempo de
exposicion al antifungico, y se lleva a cabo parcialmente a través de Wscl y Pkcl y
paralelamente mediante otro mecanismo independiente de Pkcl todavia por
identificar.

Los factores de transcripcion clasicos de la ruta CWI (RIm1 y SBF) se fosforilan tras el
tratamiento con el CLT, aunque no se induce una respuesta transcripcional fuerte a
través de Rim1.

El CLT provoca estrés oxidativo en las células de levadura, el cual estd implicado en los
cambios en la sefializaciéon a través de las rutas de MAPKs que produce el antifungico.
Las proteinas Tpk3 y Tpsl, que forman parte de las rutas de la PKA y de biosintesis de
la trehalosa, respectivamente, estdn relacionadas con la activacion de SIt2 y la
generacion de la forma LP-SIt2.

La forma LP-SIt2 se origina por la presencia de fosforilaciones adicionales a las del
motivo de activacidén TEY en Slt2, y su aparicion es dependiente de la activacidn previa
de la MAPK y de su actividad catalitica.

Los residuos fosforilables Thrd53 y Thr456, localizados en la zona C-terminal de Slt2,
estdn implicados en la generacién de LP-SIt2.

Gracias a la realizacién de un ensayo de fosfoprotedmica global, se han detectado 661
proteinas que se fosforilan en respuesta al CLT, de las cuales 258 deben su fosforilacidn
a la presencia de Slt2, entre las que destacan proteinas que participan en la propia ruta
CWIly en la ruta HOG.

El ensayo de fosfoprotedmica también ha permitido detectar la desfosforilacién de 795
proteinas tras el tratamiento con el CLT.

La funcién de las proteinas fosforiladas de forma dependiente de Slt2 sugiere una
regulacién de diferentes e importantes procesos celulares en respuesta al CLT a través

de esta MAPK.
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10.

Treatment of yeast cells with imidazole antifungals, especially with clotrimazole (CLT), leads
to changes in MAPK pathways signalling: it activates the HOG and CWI pathways, with the
appearance of a lower electrophoretic mobility form of SIt2 that we named LP-SIt2, and
reduces the phosphorylation levels of the mating pathway MAPKs Fus3 and Kss1.
Activation of the CWI pathway depends on CLT concentration and time of exposure, and it
is carried out partially through Wscl and Pkcl and in parallel by an alternative mechanism
independent of Pkcl yet to be identified.

The transcription factors RIm1 and SBF are phosphorylated after CLT treatment, but no
strong transcriptional response is induced through RIm1.

CLT induces oxidative stress within yeast cells, which is involved in the signalling changes
through MAPK pathways caused by the antifungal.

Tpk3 and Tps1 proteins, which are part of the PKA and trehalose biosynthesis pathways,
respectively, are involved in the activation of SIt2 and the generation of the LP-SIt2 form.
The LP-SIt2 form arises from the presence of additional phosphorylations to those of the
TEY activation motif in Slt2. Moreover, its appearance is dependent on prior MAPK
activation and its catalytic activity.

Phosphorylatable residues Thr453 and Thr456, located at the C-terminal region of Slt2, are
involved in the generation of LP-SIt2.

By performing a global phosphoproteomics assay, 661 proteins were detected as
phosphorylated in response to CLT, of which 258 were phosphorylated in an Slt2-
dependent manner, including proteins involved in the CWI and HOG pathways.

The phosphoproteomics assay also detected the dephosphorylation of 795 proteins after
CLT treatment.

Proteins that are phosphorylated in an Slt2-dependent manner are involved in different
functions, suggesting the regulation of several important cellular processes through this

MAPK in response to CLT.
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Tabla 1. Lista con los 1576 fosfopéptidos considerados fosforilados tras el tratamiento con el CLT. Se incluyen las secuencias de los
péptidos, el gen al que corresponden, el residuo en el que se fosforilan (aminodcido y posicidn en la proteina) y las medias de ambos
experimentos de los valores de abundancia normalizados en cada muestra.

l ABUNDANCIA NORMALIZADA RESPECTO A 0' (MEDIA DE DOS EXPERIMENTOS) |

sit2A

LDKTSSHRYQPKKMPSVNKWSKPDQITHSDV ABF1 s 531 1.00 1.63 216 1.81 217 100 201 1.85 248  2.13
EPVKTPSPAPAAKISSRVNDNNDDDDWNEPE ABP1 s 192 1.00 122 166 259 268 100 091 1.4 187  2.58
RIGRDLPFEFGKRNLTEESDVWDHNAWDNVE ABP140 T 347 1.00 325 565 579 434 100 277 456 405  3.25
NLPKPETNEEDEEEGSMSENKIYSKGENADI ABP140 s 93 100 071 076 075 099 100 171 122 197  2.85
APVQKEEPEQEEIAPSLPSRNSIPAPKQEEA ABP1 S 475 1.00 128 143 178 137 100 150 1.62 174 173
KNSTGDNIFRLFEKTSPGGLSISPRINGNSL ACE2 s 385 1.00 1.68 114 103 080 100 085 062 050  0.45
NTMKNANTTATAGENTPFLQRILNKFNQMNM ACF4 T 239 1.00 161 157 195 217 100 1.62 145 146 173
PISSPQRSTTNQSPVSDHASPISTDQDLIYK ACF4 S 74 1.00 193 124 116 082 100 059 049 052  0.68
PQRSTTNQSPVSDHASPISTDQDLIYKLAAK ACF4 S 78 1.00 418 249 151 082 100 1.8 154 151  1.20
TSKHQGQNPETKISRSTDDVSEKKVVRKLSF ACM1 S 188 1.00 145 147 153 166 100 174 171 200  2.16
KNVGVGKKVQKKRSISTAERKRTKLQVEKLN ADF1 S 28 1.00 118 107 139 199 100 0.8l 1.02 1.08  1.00
NKSSETMIPTLLREASTQEPAKLKAETTLKA ADF1 S 58 1.00 199 176 144 119 100 355 310 297 191
KSSETMIPTLLREASTQEPAKLKAETTLKAE ADF1 T 59 1.00 201 18 140 118 100 340 3.05 287  1.87
IPQAEKLDQMLKEQGTPLEKAIELKVDDELL ADK1 T 112 1.00 105 111 114 096 1.00 150 148 206  2.44
ELLVARITGRLIHPASGRSYHKIFNPPKEDM ADK1 S 140 1.00 272 457 742 632 100 126  1.68 221  2.45
NEGRASASGNPAAVPSPIMTLNLKSTHSLNI AFT1 S 56 1.00 091 105 092 09 100 154 174 176  1.33
HSLPASNARLDQSSNSLQKTQTQPPSHLLST AGE2 S 162 1.00 203 229 207 273 100 231 312 384 471
SLSKTTSNTSVTSSATSIGAANTKTGNRVGE AGE2 T 206 1.00 3.07 295 1.8 122 100 2.8 256 229 132
LTNELEGPDPAAKSSSYYNLRSKSRLRGSHT AHC1 s 551 1.00 328 293 262 241 100 274 323 358  3.06
NNVMNNTSKELEEIESLISKHNIHNVSRKKS AIM21 s 104 1.00 1.84 174 180 177 100 334 238 286  3.46
__MPSEVTPKVPERPSRRKTSELFPLSGSES AIM21 S 14 1.00 458 635 1009 11.93 1.00 3.05 3.99 822  10.16
SEVTPKVPERPSRRKTSELFPLSGSESGDIK AIM21 T 18 1.00 142 103 074 066 100 254 146 130  1.23
DMKVQVDVSKDVEEGSLNALPPSGITESDDK AIM21 s 231 1.00 112 114 156 174 100 1.60 138 1.8  2.72
TESDDKAEKFTKHPESSLEELQKHQEQQEEK AIM21 s 256 1.00 132 140 152 228 100 177 196 231 296
ESDDKAEKFTKHPESSLEELQKHQEQQEEKI AIM21 s 257 1.00 177 233 353 384 100 226 202 377 500
LFPLSGSESGDIKANSEPPTPAGTPNVPTRR AIM21 s 36 1.00 216 280 291 296 100 292 352 593 671
NSSATTASADIAKKHTDSSITSDTTKADFTS AIM21 T 435 1.00 40.64 33.00 25.47 1514 1.00 835 9.48 11.08 10.27
SATTASADIAKKHTDSSITSDTTKADFTSKL AIM21 S 437 1.00 120 165 157 166 100 139 1.83  1.81  3.00
VNPGQLPPSLEKKLSSPDTESKLGPQDQSQA AIM21 S 477 1.00 846 863 1623 1576 1.00 2.78 6.9 893  12.47
GQLPPSLEKKLSSPDTESKLGPQDQSQAKTG AIM21 T 480 1.00 7.36 6.44 698 538 100 3.8 558 672 731
NVSSSFSKEKVLIDTTPGEQAERALDEKSKS AIM21 T 552 1.00 123 140 215 258  1.00 142 149 235  3.60
GTPNVPTRRPILKAKTMTSFESGMDQESLPK AIM21 T 58 1.00 686 58 532 368 100 616 485 517 501

_MPSEVTPKVPERPSRRKTSEL AIM21 T 6 1.00 127 163 28 506 100 114 140 290 470
NVPTRRPILKAKTMTSFESGMDQESLPKVPL AIM21 S 61 1.00 1.68 117 139 119 100 349 271 252  2.40
TRRPILKAKTMTSFESGMDQESLPKVPLQRP AIM21 S 64 1.00 444 3.80 356 274 100 471 412 422 412
KAKTMTSFESGMDQESLPKVPLQRPVRRSTT AIM21 S 70 1.00 3.62 264 242 199 100 511 374 372  3.43
ESLPKVPLQRPVRRSTTEELNNVMNNTSKEL AIM21 T 84 1.00 523 3.08 248 174 100 719 411  3.05  2.60
SLPKVPLQRPVRRSTTEELNNVMNNTSKELE AIM21 T 85 1.00 422 233 151 112 100 698 375 259 214
VRRSTTEELNNVMNNTSKELEEIESLISKHN AIM21 T 95 1.00 870 615 403 261 100 757 676 448  3.79
____MNSTKRLKMSTTFHDYDLEEPLTSNAR AIM29 T 12 1.00 498 553 352 328 100 272 588 409 248
VHQEPAPSGKIQPNTTSSAASLPAKHSRTTT AIM3 T 471 1.00 118 1.05 110 080 1.00 141 106 124 164
PPPSRGNFERTESVLSTNAANVQEDPISNFL AIM3 S 573 1.00 234 206 219 193 100 175 151 193 190
QNFQPPPKPFRRSQSSNSSDSSYTIDGPEAN AIM3 S 670 1.00 282 248 254 175 100 1.89 210 197 190
RSEKLHEGTITSEVDSSKDANKYEKSIPPVT AIM3 S 750 1.00 120 137 158 173 100 146 147 163  2.04
SLKANEYPKELTREATGQDEVLNSITNELSH AIM3 T 805 .00 172 158 160 117 100 159 139 166  1.82
KELTREATGQDEVLNSITNELSHIKLRKTNV AIM3 S 813 1.00 1.63 146 147 116 100 145 116 139  1.37
LNSITNELSHIKLRKTNVNLEKLGGSKKVKD AIM3 T 826 1.00 942 1093 13.27 1077 1.00 409 472 574 595
LKSLEPRPIEMERAYSGDISAADDNLNPFER AIM3 S 915 1.00 141 145 197 163 100 105 114 137 155
PKKKLNRVPTIRRVESSRFSNSRYSSSVSSK AIMA44 S 244 1.00 296 277 242 190 100 130 156 143  1.29
KEVDELAELSPMRKQSDLSITLRSPFAMLNP AIMA44 S 717 1.00 216 202 157 091 100 175 200 203 164
RNLERNKEGQLLQTVSKGHLEADSGHSLGRE AlM4 S 51 1.00 143 175 234 258 100 126 144 165 176
GSKAEKTAEALKSSYSCSNLEKLVIFEDSKL AIMA45 S 76 .00 111 095 081 101 100 171 133 138 159
RHMNRNSDENEDYQFSESIYDEDPLPRPSHK AIR2 S 223 1.00 1.60 174 184 168 100 1.62 1.81 168 173
MNRNSDENEDYQFSESIYDEDPLPRPSHKRH AIR2 S 225 1.00 1.62 1.83 201 198 100 124 176 173  1.88
SQNDHSHSGRNKRRASNFHPPPYQKSNVIQP AIR2 S 256 .00 125 114 139 171 100 115 124 177 217
NSSNYRNYNSYQPYRSGTLGKRR________ AIR2 S 337 1.00 265 2.88 3.82 370 1.00 1.60 222 326  4.09
______ MSITNGTSRSVSAMGHPAVERYTPG AKL1 S 10 .00 175 1.8 167 181 100 119 153 146  1.36
SPHASTAITENKRHSTGHELSTRSNGKHETH AKL1 T 1012 1.00 611 4.8 439 341 100 177 276 258  2.26
QRHDLERYRHSKDKDSNSSITISTSTPSEMR AKL1 S 1048 1.00 1.80 221 261 239 100 118 143 137 194
ASSASSSGGSNGKRRSFFSVFRSEK____ AKL1 S 1099 1.00 1.60 116 134 117 100 123 130 141  1.29
SELDTYLDKELVKQSSDPTISEQSPRLNTQS AKL1 S 496 1.00 134 126 160 115 1.00 1.08 134 149 162
GRSMKSTSYGAATIGSDEALANEKTAGINKM AKL1 S 541 1.00 3.14 311 421 292 100 1.63 205 171 156
ANEKTAGINKMKQHKSNNPFPKMNVAYHSTN AKL1 S 561 1.00 200 206 333 380 100 173 199 253 270
KSNNPFPKMNVAYHSTNELSNDASNFFLEEQ AKL1 T 575 1.00 1.8 172 203 163 100 117 123 128 132
DQPKGPANYSQRNFYTGRDRSNKPMQLGGTI AKL1 T 643 1.00 297 245 369 430 1.00 172 199 172 211
QPRQSLDLNFQEVNLSSPTLTQEHRNKNDSP AKL1 S 971 1.00 255 225 259 217  1.00 201 220 228 210
ESQNSTAVTLQNASSSPASITTRTLSKKRAK ALB1 S 80 1.00 119 201 107 099 1.00 318 428 392 199
GSAEDESQSFFTSSDSPTSKTRPVGKTIEND ALK2 S 70 1.00 247 196 239 230 1.00 147 158 162  1.57
ASSGNKSKLSASSSASPITKVRKSSLVSPVL ALR1 S 176 1.00 155 1.04 112 115 100 075 070 061  0.65
EDEHEKIKPSLHPGISFGKNKVEGEENENIP ALR1 S 383 1.00 262 230 227 215 100 179 2.04 1.8 177
EQKSATRYNSHVDVGSVPSRGRMDFEDEGQG ALR1 S 85 .00 190 170 190 1.8 100 159 153 161 155
PASARSSFDYSGINISKDKLNMEPLLSKTET ALY2 S 900 1.00 241 199 192 140 100 1.80 150  1.54  1.42
QATQRLNDLSLEPAPSHDEQDGSGLVIDIDQ AMD1 S 19 1.00 132 152 247 253 100 089 1.00 119 164
RKSSSNNPSKLSRKPSTLLRKLSMKRPFS__ APL1 S 687 1.00 214 204 183 151 100 097 141 105 075
______MVDSIHRIASALDTAKVITREAAAV APL6 S 10 1.00 095 119 147 183 100 079 099 106  1.07
SSNAKLTGINDGDSNSISGKGNVNTFTSQNG APL6 S 726 .00 212 198 171 168 100 1.89 201 167 138
DELSAEGRQQARRTFTGRKIVY___ ARC35 T 336 1.00 190 325 275 254 100 1.04 232 207 155
EKELMAMRKNLHHRKSSPDAVDSVGKNDGAA ARE2 S 175 .00 175 192 173 212 100 126 170 171 176
DESYSGDVDELKKTRSLGSYSTRGNIKKNQS ARK1 S 478 1.00 098 140 199 190 100 092 127 171 181
NIKKNQSVKESLTSSSLPGTSFTPTSTKVNL ARK1 S 502 1.00 1.67 1.89 214 231 100 149 190 242 294
GGGRASARETIGRVASGAIAEKFLAQNSNVE ARO2 S 135 .00 093 135 127 132 100 137 178 208 191
DTSGNAIFLSKRSLSSPVFNKIIRRKTHSSH ARTS S 159 1.00 1.63 232 207 190 1.00 143 250 199  1.60
LDAQLFGKYLPLNYPSE, ASG1 S 963 1.00 176 145 177 154 100 127 131 140 157
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2.46
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2.06
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135
1.13
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1.29
1.49
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2.97
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1.31
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2.49
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1.19
1.55
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1.39
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1.68
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1.39
1.94
1.50
2.05
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4.24
2.17
1.89
1.29
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_________ ____ MSNKEEHVDETSASGVK
EHVDETSASGVKEVSSIAARHDNGYAPSLIT
IIPTPALNGYGKGNKSVSFNDVVGYADRFID
PTPALNGYGKGNKSVSFNDVVGYADRFIDDA
NANRYVGQEKSEPVDSDYDTDLKKVFEAPRM
YMDEQRAVSSASINSSLSGSRALSNTNMSDP
PEKESNEALLKEHLDSTLANVKTTEPTLPWA
_________ __MGRYSVKRYKTKRRTRDLDL
LPEELLKNIDQKDEGSTQYSSSRHVTFDKLD
KNIDQKDEGSTQYSSSRHVTFDKLDESDENE
EGDVNKSLKPILKKSSFAENSDKKQKKKQVG
SSNKTVLGNAQKVQESPSGPLIYVLPQSSTK
FLRKKQKDEPIWVSPSKIDFADLSRRTKALT
LKNNDSRKYKYTGEGSIGNMTNMLLTKDASY
SRKYKYTGEGSIGNMTNMLLTKDASYAYLKD
NFKDGEEYRIVQHEESLYGQRTKSPEENIIN
YGQRTKSPEENIINGSEIGVDHGEAAEVNEP
__________ MHDAESTVDSLLKEIDNEMEQ
__________ ____ MSEQESDEVKRMKQLEE
IGSETPDLEGTPGEESTQEETVKANSTKSEN
STKSENNDQNDVDEESEEKEIEQVKSDPSGT
STGTPAGGNRSPLRRSTANATPVETGRSLTD
TGTPAGGNRSPLRRSTANATPVETGRSLTDG
TSSRKNGRPPLKSVSTEDNIHLLRKRRQQQL
TPRASDSQDDDIRSASTTNLDRLRQEREENS
ITITPGDKISLVARDTGSGWTKINNDTTGET
ANDRGPAPEVPPPRRSTLPVRTMEAIYAYEA
GTDIRKHSVSSGTSNSEDEVDSPSMEKNSIV
RNIYKNDYSTNLRDFSFANLKQNSERNKDGH
GRPKIKHNKPKVTTDSDGWCTFEAKKKGSGE
FVGKLKMEKDSTTGGSSVMIDGVKAKRADLY
VGKLKMEKDSTTGGSSVMIDGVKAKRADLVG
PSNEGVKPNTSLEGMTSSPMESTQQSKNDML
SHENLSRPKLSLKTASFGAAESSRRNVSPST
KTASFGAAESSRRNVSPSTKSAKSSSQYIDL
RARQLIALKENANSRSSAHMSSNAIQR____
____MIRRAPTTLQLSHDDVTSLIDDLNEQK
QQKVSEKEKKLQKSETELFARHKEMKEKLTK
RFFTSMKNKPTEGTPSPKKSSKHMLEDRMDN
YLCGITFGKTKLIEISPKKTLEGFLGAWFFT
QNSTLAKSIAPSSRLSIKKKKTTILAPRNIA
________ MVNETGESQKAAKGTPVSGKVWK
EPSYELQNAHSGLFHSSNEELTNRNQRYTNQ
SNDNLTANRALKRSGTEIRKFKLWNGNFVFD
___MSDEAKEKRELESQKESSHNKSEKSVEP
___ MGSRSENVGTVTREGSRV
__MVQESRPGSVRSYSVGYQARSRSSSQRRH
RPHHNMINPYSKQPQSPLSSQSTQNQAIPRY
RQYAKKKQESDNDANSK____
NGDGLISAAELKHVLTSIGEKLTDAEVDDML
EEEDDSKKTLHDDRESKSED___
WDDQREKGIFAGDINSD_______
VVDGYDIVKKVESLGSPSGATKARIVVAKSG
GSPSGATKARIVVAKSGEL______ .
FRALCTGEKGFGYAGSPFHRVIPDFMLQGGD
LQGGDFTAGNGTGGKSIYGGKFPDENFKKHH
MFKRSIIQQSRLFSNSASRLGKKVF
___ MFKRSIIQQSRLFSNSASRL
PKLPLTDEQTAEGRKSPAVSEEKEKKKKQEK
KKKQEKGSKEVKRSETSKEKKPSAKEVKKQT
IINGRKLKLKKSRRRSSQTSNNSFTSRRSSR
INGRKLKLKKSRRRSSQTSNNSFTSRRSSRS
KKSRRRSSQTSNNSFTSRRSSRSRSISPDEK
KSRRRSSQTSNNSFTSRRSSRSRSISPDEKA
TSNNSFTSRRSSRSRSISPDEKAKSISANRE
ETLTGSIRHRLKLCKSLISENEDTKDLLSKS
KKVINPTKDSALGDQSVIYSKSQQRNFVNAP
NFVNAPSKNTPAESISDLEGMTTFAPTTGGE
ENRGKSALRESHSNPSFTPKSQGSHLNLAAN
ESKVAISENNQKKTPTQEEGCNCATDSGKNQ
PSAPEERVARLNRHGSDRKRAVNSDMVEIVM
QPVRKNPEAPARRRQTQLEQDELLARQLDEQ
QDELLARQLDEQFNSSHSRRRNRDRATRSMH
ELLARQLDEQFNSSHSRRRNRDRATRSMHEQ
EDVPPQLPTRTKSGESTGKVVAETTYIDTPD
EKVNKSSGIDEDEVVTPAEDAKEEEEEHPPL
FNGPEPPIKRLKKAKSEGEGEVIDYNDDESL
SNDEAYFKSLLPERASVRIQRVSETREPLRG
RPQLEARSGAKAAAYTPTGIEHARLLPGHTT
YTPTGIEHARLLPGHTTLKYRKFKEEENLRA
LTNEWQEQQRMSSLYTPRKARLTEEQHRHE_
SSDEKNQKKRQKINFSEEKLVASDEEKGSSD
LGKKKLDSSILNQPATPPVRAATTISASGAA
LNQPATPPVRAATTISASGAATSISSQKKKS
NTSQEEKPVKANSIPSVIGAQEPPQEASPAE
QRSQNANGCSTKINDSQEFGDSNASSRNGKM
NHLADNVPSTLRRKVSSLVRGSSVHDINNGI
PSTLRRKVSSLVRGSSVHDINNGIADKQIRP
IETPISCKPSLFRLDTNLEDVTDITKTVPPT
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COX12
CPR1
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2.58
1.41
1.70
1.63
1.47
1.18
6.44
9.64
5.45
5.33
1.27
1.32
1.89
1.21
2.16
1.20
2.71
1.40
1.87
2.27
1.84
3.37
5.84
1.52
1.77
1.06
8.79
2.81
1.26
0.82
1.81
1.19
1.25
4.03
1.40
1.52
2.32
1.92
2.44
1.36
1.19
1.37
1.99
0.76
3.02
2.87
1.61
1.34
2.06
1.56
1.79
0.74
0.52
0.70
0.93
1.56
1.29
7.16
2.12
1.15
7.47
6.42
1.82
1.34
1.45
3.07
1.89
1.84
1.24
5.40
4.75
2.98
2.01
1.83
0.73
3.30

4.10
3.33
1.97
217
1.33
1.13
1.88
1.78
3.22
2.84
1.08
2.48
3.91
3.70
3.45
4.72
2.19
2.95
1.74
8.19
16.01
6.33
6.54
131
1.82
2.24
1.29
1.50
1.17
3.01
1.14
2.22
3.06
2.20
2.20
4.53
1.34
1.72
1.53
6.19
2.19
1.15
0.84
2.08
0.99
1.42
5.77
1.21
1.25
3.05
1.22
2.52
1.77
1.51
1.68
2.68
0.67
3.06
2.30
1.38
1.23
1.44
1.71
1.72
0.86
0.54
0.68
1.16
1.81
1.35
6.70
2.73
1.21
10.25
5.60
1.52
1.59
1.21
3.02
2.03
1.67
1.80
5.08
5.35
293
1.86
2.04
0.67
5.68



NTRSTRRRAQSGSRYTFDDDDDDDDYGTGYS
__MHRTYSLRNQRAPTAAELQAPPPPPSSTK
SSTKSKFFGKASIASSFRKNAAGNFGPELAR
SITNSLTRLQVVSHETDINEDEEEAHYEDKH
KNNLPSLSFLNARAGSLGGIFNHKQMTSPSN
KVNEDIRREALALGASEEDLKLIQGLSDDDD
PKFKYSGKVKASYPLTPRRYVPEDIPKPDWA
KMSQKDLATKINEKPTVVNDYEAARAIPNQQ
LERALGVKLRGNNIGSPLGAPKKK___
RARAGGSGPRANVARSQGQINAARRQGLVVS
ARRQGLVVSVDKKYGSTNTRGDNEGQRLTKY
QGLVVSVDKKYGSTNTRGDNEGQRLTKVDRE
HHASKVDRKKAIRSASTSAIMETKRNNKKAE
AAISYATGNRAALIGSLGSIFKTVKGGMGNN
RVHMRRNDIHTSDLSSPRRIVDFDTRSGVNT
GERSIFSQEVVELPDSEDETQQVNKTGKNAD
AFKDPYDTLGLKKSATGAEIKKAYYKLAKKY
ADGKRVAEQVRRRVDSVATRSSIASVESTPT
QKGQMAKKEGTPKTDSFIFDGTAKEVGDEAD
GSAQATTHQTAPRTNTFTLLTSPDSAKISKE
TTHQTAPRTNTFTLLTSPDSAKISKEQLKKL
NNRQRNPHFLTQRRNTFLTSQYDQSKSRFSS
ASSSDHKENSLKRSHSGDLKNKKVPVDRKYS
SGDLKNKKVPVDRKYSDNEDDEYDDADLHGF
DSDDTYIEENNGEIHSLHGLEKNTTFEEDLY
TKKKDNPRLKLSSSLSANDEDFRKIISPPSD
LSANDEDFRKIISPPSDILPKVGRRSVSRGY
GINSKLGGTPLETRSTADDSLNNSYKQVKGD
IKSSASPTTKKNRRASFSLHNDKPQPAKSLA
ILSSNDKGRRHSVAASLLMDNQRANAGSTSV
RKTKFEIGESGGNDPYMVSSPKTMAKIPVSV
FEIGESGGNDPYMVSSPKTMAKIPVSVKPPP
SNSHSGSRLKLNALSSLOMMTPIASSAPRTV
GSRLKLNALSSLQMMTPIASSAPRTVFIDGP
QLQQQQNSLSPRYSNTVILPRPRSLTDFQGL
ANPNNNGSLRAQTQSSVQLKRPSSVLSLNDL
LHQQHIPQQYQHQTASPSVAKQQKTFAHSLA
PSVAKQQKTFAHSLASALSTLOKRTPVSAPS
MARSRGSSRPISRSRPTQTRSA
MARSRGSSRPISRSRPTQTRSAS
LPPTTAKQNVLTRPMTSPAIAQGAHDRSLDN
NDVKNDVAPNRQFSKSTTSGLFSNFADKYQK
VKNDVAPNRQFSKSTTSGLFSNFADKYQKMK
LENMGSRKSSFPQKESLFGRPRSYKNDQNGQ
_____MCVYKSNSNNSNPSFIFERTVQEASS
LPSSESSPASPDLKLSRSHSHSAATRPTLNN
YVDMLNDEKLAQANNTPTSRPPMKSQAYSCP
NNTPTSRPPMKSQAYSCPFILKRSPPQAYSS
SNPSFIFERTVQEASSNDLFLQPPVSASNTS
TFSNPFIKTTELPATSPYVSPQQSARQYSNN
SNPFIKTTELPATSPYVSPQQSARQYSNNAN
YSNNANNNAKSPKNRSSSILFQRQSILSNVD
EVRTPSLRKNSNNVSSPLDNVIPTSRSASNS
RNSVLRTAPVLRRGITTLTPVSTKLAPPAAA
o MFLRNSVLRTAPVLRRGITTL
KNAEGLLPSYVPVPATPLEDPENHGVRKVED
NSARIPCPKTRLARVSVLDLKKIEEQPDSSS
_____ MSLRILAKRSSSIWMKTRVTPALISP
LKRRKSVHKSFVDENSPTDRRQSNANNDVV!
KRIRRTTGIPKKFLKSIEIDPETMTPEEMAQ
YSELRKPEGVISGRKTFGDNSDDSGSRKRKF
KDKEFTGSQDDGEDEYDLDKLFKDSIKKKKT
KGKLFGLDDSAWDLNSYKDDLKKISGKEKKK
KTKTKSNKLFESGQDSFDN______
YDGGEELEKSEVKDNSYSEKNVSSSFTQTQR
PGATQRIDSSGATSQTQPIKSIEPQSQIITT
KSLSFLKSNNYEDFETDKELSRIQHGNDEAI
KAPVASPRPAATPNLSKDKKKKSKKSKKSKK
GRNSRQGGIRLRSSPSASSSSLANREFFRDM
LQESLGSMPFRQRGNSISIGVGKCYFTDREI
TTKSIVKSLGLGKRGSIVYKKVNPAIAGSLA
IHLPMEDMKKLCSGVTIRNIKPLQPGELILV
PPGYTTNGSRMNSMTSGANVRRNYGKNKSTA
TVKTTQVTDPSGRTQSITKKTIRKINGYEYV
AKRNVYHTDAASDNASAPLGSNKSRKSRMGQ
SRKSRMGQKMTLRSSSDSPTATANLVKSNVE
KSRMGQKMTLRSSSDSPTATANLVKSNVEVQ
RMGQKMTLRSSSDSPTATANLVKSNVEVQPK
ANLVKSNVEVQPKRFTSSFFSRNTKSAPHEV
NLVKSNVEVQPKRFTSSFFSRNTKSAPHEVH
ASAASPDRTNYSRSHSLVSHAPSIPRQRSSV
QENYGYQHKKEQGEQTPVTRNAEESFPAASI
GNVPTSAVASTTRTRSPELQDNLKSSSSLLQ
IPRQRSSVKSPGRRLSTSSAAPPTSRAAAKQ
PLSSFSEKPHLNRVHSLSVKTKDLKLKGIRG
KVSPRPTPPSLSMRRSEASIYTLPTSLKNRT
TTEPKSTTTDEDLSSSQSRRNHKRRVNYAES
SRPNQAPSRSYNPSHSQPSATSKSSKFNKQN
QSSLLSFFSKQVPSGTPSKKVQKPTPATLEN
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LYP1
LYs14
MAK21
MAP1
MBF1
MBF1
MBF1
MBF1
MBF1
MBP1
MCA1
MCM4
MDG1
MDJ1
MDR1
MED4
MEH1
MEH1
MET4
MET4
MET4
MFB1
MFB1
MFB1
MGM101
MHP1
MHP1
MIG1
MIG1
MIG1
MIG1
MIG1
MIG1
MIG2
MIG2
MIX17
MIX17
MKS1
MKS1
MKS1
MKS1
MLF3
MLF3
MLF3
MLF3
MLF3
MLF3
MLF3
MLF3
MLF3
MMF1
MMF1
MMR1
MMR1
MNP1
MNR2
MPE1
MPP6
MPP6
MPP6
MRC1
MRC1
MRC1
MRC1
MRH1
MRL1
MRPL1
MRPL33
MRPS8
MSC3
MSC3
MSC3
MSC3
MSC3
MSC3
MSC3
MSC3
MSC3
MSC3
MSC3
MSC3
MSG5
MSG5
MSH6
MSH6
MSH6
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275
14
41
90
67
62
95

108

143
28
50
53

133

325

145

160
73

862

242

140

145

206

549

196
319
333
83
309
85
175
179
231
236
270
303
231
247

128
164
166
257
11
189
244

26
293
295
320

79

19

199
414
11
175
221
114
158
65
1093
112
191
932
299
337
226
33
114
130
172
367
390
392
394
412
413
57
573
648
80
151
98
130
258
42

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
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1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

2.08
4.22
1.30
1.40
0.86
1.16
1.65
2.07
1.67
2.18
2.18
2.04
1.86
2.40
1.27
1.62
1.88
1.75
0.85
3.19
2.55
2.13
0.52
0.82
1.14
1.75
2.73
2.14
1.87
1.36
2.83
2.70
1.68
1.26
1.82
3.43
2.94
1.48
3.53
7.72
3.17
1.80
9.16
4.43
1.30
1.07
2.08
2.23
1.61
1.63
3.38
1.06
1.38
3.83
1.65
1.30
1.24
4.32
2.00
1.46
1.83
1.46
3.88
1.16
0.90
0.77
1.19
0.90
1.99
1.31
1.46
3.31
1.79
1.64
1.87
1.67
1.51
6.13
6.56
2.93
1.43
3.74
1.59
171
1.98
2.60
2.12
1.85
1.87

2.80
5.72
1.51
1.74
0.87
1.26
1.55
2.83
1.36
2.23
3.08
2.54
2.08
1.99
1.29
1.31
3.33
1.54
1.21
3.60
3.08
3.33
1.06
1.22
1.39
1.92
3.20
3.54
1.26
1.23
2.55
2.46
1.59
1.33
2.51
3.11
1.96
161
3.79
5.89
3.82
1.99
6.90
4.24
0.97
0.80
1.72
1.85
1.42
1.81
3.87
1.06
1.22
4.85
1.71
1.34
1.48
3.92
1.72
1.63
1.95
1.29
5.40
1.60
1.27
1.04
1.70
1.19
1.95
1.23
1.44
3.28
1.47
1.19
1.60
1.51
1.57
6.62
7.44
3.15
1.29
4.11
1.23
1.32
2.50
2.72
1.70
1.89
1.56

2.56
6.07
1.65
1.31
1.14
1.28
1.57
4.29
1.61
3.25
3.60
3.81
1.42
1.60
1.68
1.79
4.83
1.73
1.05
4.83
4.00
2.99
0.90
0.99
1.51
1.66
3.50
2.36
1.50
211
2.65
2.59
1.88
2.28
4.45
3.49
2.46
2.67
4.92
6.26
3.94
2.33
5.57
2.79
0.85
0.73
1.80
2.12
171
2.03
3.90
1.55
2.02
4.21
2.54
1.52
1.40
3.00
1.67
1.95
2.55
1.24
8.36
1.10
0.90
1.08
1.17
1.06
1.65
1.33
1.24
3.72
1.84
1.22
1.65
1.97
2.02
6.31
8.20
3.96
1.22
7.85
0.90
1.26
1.77
211
2.27
2.71
1.42

1.96
6.23
1.87
1.18
1.39
2.12
1.75
5.12
1.99
3.75
3.66
3.78
1.45
0.80
1.68
1.12
7.82
1.73
0.84
4.47
3.57
2,97
1.29
0.94
1.47
1.43
3.68
231
1.53
1.99
2.23
2.20
1.53
3.27
5.48
3.26
2.05
4.87
7.33
6.58
3.84
221
4.28
2.45
0.63
0.63
1.50
1.65
1.49
1.63
2.89
1.67
2.22
3.73
2.86
1.69
1.43
2.53
1.51
1.73
3.30
133
12.33
1.15
0.94
0.85
1.17
111
1.26
1.34
1.66
3.28
1.81
0.97
1.43
1.80
2.63
5.25
7.85
3.96
1.05
12.18
0.60
1.14
1.09
1.77
1.81
2.72
1.23
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1.00
1.00
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1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
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1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.83
2.55
1.05
0.80
0.98
1.77
1.09
1.48
1.39
1.81
1.38
1.12
1.29
3.97
0.55
1.16
1.51
1.21
1.92
2.08
1.42
2.80
1.78
135
1.08
2.57
1.57
2.38
0.76
1.00
1.87
1.53
1.68
1.27
1.24
2.44
0.75
1.81
2.34
2.17
1.58
1.68
3.24
3.71
1.69
2.55
2.28
2.47
1.43
2.06
4.67
1.24
1.43
4.98
1.23
1.14
1.54
3.73
1.50
1.46
0.85
1.43
3.71
2.28
4.64
231
2.89
0.74
1.62
1.42
1.61
1.98
1.17
1.96
1.40
1.27
1.22
9.31
2.70
1.39
1.81
1.29
1.19
1.38
0.97
3.47
1.32
1.46
1.57

3.40
3.87
1.35
1.19
0.99
1.72
1.11
2.05
1.18
2.12
2.46
2.72
1.83
2.92
0.71
1.15
2.64
1.09
1.65
2.62
1.69
391
1.72
1.43
1.55
3.65
2.65
3.37
0.94
1.00
1.44
1.33
1.50
1.11
1.38
2.07
1.05
191
5.79
2.37
221
2.04
4.17
3.67
1.24
1.52
1.89
2.16
1.45
2.12
5.45
1.17
1.18
5.71
0.82
1.16
1.52
3.53
1.49
1.47
1.32
1.63
5.28
2.57
2.94
1.51
2.42
1.51
2.09
1.28
1.09
1.90
1.19
1.56
1.23
1.25
1.33
10.79
3.87
1.34
1.17
1.60
0.72
1.23
111
3.61
1.37
1.59
1.32

3.36
3.82
1.48
0.90
1.78
241
1.15
3.22
1.28
2.79
2.57
2.36
1.66
2.86
0.62
1.26
5.43
1.35
1.61
2.72
1.71
4.51
231
1.45
133
2.66
2.47
3.38
0.93
1.15
1.34
1.22
2.18
1.18
1.95
2.42
0.76
3.03
9.65
2.78
2.85
2.49
4.31
3.24
1.25
1.66
1.98
2.40
1.21
2.54
6.57
1.46
1.22
8.27
1.65
1.01
1.95
3.13
1.33
1.53
1.53
1.88
7.62
2.44
3.35
1.47
2.71
2.08
1.71
1.40
1.65
2.26
1.19
1.56
1.25
1.23
1.66
12.61
4.58
1.50
1.26
1.62
0.55
1.32
0.96
2.90
1.34
1.41
1.20

2,94
3.83
1.61
0.78
2.44
2.87
1.18
4.64
1.31
3.44
2.81
3.15
1.35
2.10
0.64
1.43
7.52
2.04
1.35
2.82
1.74
4.15
2.36
1.27
1.34
212
2.62
2.52
1.05
1.32
1.32
1.23
2.24
1.30
2.38
2.38
0.87
3.90
13.93
3.73
2.74
2.18
3.70
2.14
1.24
1.62
2.06
2.74
1.53
2.52
6.30
1.87
1.37
8.83
2.63
1.26
1.76
2.61
1.22
1.55
1.99
1.94
9.48
1.70
2.61
1.44
2.29
2.16
1.17
1.67
2.39
2.57
1.10
1.41
1.28
1.16
1.93
14.08
3.96
1.42
1.29
1.58
0.56
1.28
0.69
2.34
1.27
1.83
0.98



ADSNKNRDARTIENDSEIKSTNNASGSGANQ
NQFPSMTNSRNSISHSLDLWNHPKINPSNRN
LGTSTSGKNKSACPSSFDANAMTKINPSQQL
KQLTSSHNNSSTNMKSFNSDLYSRRQRASLP
TSSHNNSSTNMKSFNSDLYSRRQRASLPIID
NGKKNGGDKIYSSVATPQALNDELKNLEQLE
ASAAAKLATSGVDNITPTPAFQRRSYDISMN
VSPNTRRRKSSSVTLSPTISHNNNNGKVPVQ
VKHDMKKQNSRHFSPSFSNRRKASSEDPMGT
HDMKKQNSRHFSPSFSNRRKASSEDPMGTPS
PSSNGNTPEYTPASKSFQDIYNNHTSSSSAT
GQEFRASLGRSKTSNSFNTSSTPTPPPDASS
FRASLGRSKTSNSFNTSSTPTPPPDASSGVM
KILDTQVKHDMKKQNSRHFSPSFSNRRKASS
SAVTATSTTIKQRRNTQDSNLPNIPFHASKH
LHLTTSTSRKTEQEPSLLHSAIIERHQDRSV
NTTTTTAATGLKRSESATAEIKKMRQSLLHK
GHPNNNGITPVEKKPSVADGELGNSKKKLQF
DKMGQDATVPIQPNNTGNRNRPNDMNKPRPL
IVTPTIQRPDVTRSNSYDGFRTVFDSSLKNI
KFDARCGWPAFYEEVSPGAITYHRDNSLMPA
LAKALGMAGESNMNFTPTKKEGRCRLFPHCP
SDPEYALKSQTLRSSSQTVINSKRPVKIEDE
QQQHVSGNNDYNRSSSSLNNENVDSRFLSKG
IRTKPKSSMQIDNAPTPHNTPASVLNPSYLK
INEEDILANQPLLLQSIQDRLGSLVGQDSGY
SLPMLPSEATLTKHLSDNQSTKSNTNADEIV
QEKVMRSSIGSGNLASESGSSTYNTKFHQSI
PNEDSRVTSNLKRDDTLKAIHDRANHTSTST
TNKQDDDMYEDIIEETPKKTKLKKDTKKKLN
RENDEIKPLKIDLSPSPIRRTNSLFTSSPMK
SNGAFGSGSFSKRRRTGQVGVPTISQV____
FLVASPEQFKEFLLDSPSTNFNFFHKTPAKT
TGTSALQIPELPKMGSFRSDTGINPISSSNT
RSDTGINPISSSNTVSFKSKSGNNNSKGRIK
SNSNVTKKRASKLKRSQSLLSDSGSKSQARK
SNVTKKRASKLKRSQSLLSDSGSKSQARKSC
RRVVVNTPREPVRSSSKIEAPSPSVNKKINA
SSILHDLPRKVRPSLSSLSDLVSRGIPDVKE
SILHDLPRKVRPSLSSLSDLVSRGIPDVKEK
LHDLPRKVRPSLSSLSDLVSRGIPDVKEKTS
SGDSSDDGKSFISAKSASAALGKKKKPSGGF
VSNNSDDEDEDIGERSFLPPPTQPQSPPIRI
EPRISEIEKELKEGPSSPASILPAKAAKIPM
ETPETEPHSKASLQRSQSSIADNNGSPVKNS
PETEPHSKASLQRSQSSIADNNGSPVKNSPL
DNDEVDTTVRIVPQDSDSSSFPKSDLFKMIE
VDTTVRIVPQDSDSSSFPKSDLFKMIEGDDT
NMSVPNNGPKDISLHSLKGSVVPVKDSKIIN
NDKRDSQKKSAVSESSVTNSKISEQMAKSFY
ESSVTNSKISEQMAKSFYPNSNKKQNEATKV
PVVGGSPSVATKGTTSFNEEGNRKNVKTKAK
EEGNRKNVKTKAKNESAQIDRQQKETTSRVA
KNESAQIDRQQKETTSRVADLKSANIGGEDL
SANDKLKDLKAKFTNSKTLVPPGIISNEKNN
TNLSSSSGGRLKRILTPTSLGKIHSLVDKGK
HKSDDDKSKNRPRNDSVVSRALTAVGLKSKA
SKNRPRNDSVVSRALTAVGLKSKANSGVPPP
TTRKKKDPNAPKRALSAYMFFANENRDIVRS
____MVTPREPKKRTTRKKKDP
ANENRDIVRSENPDITFGQVGKKLGEKWKAL
QFTQWSNYKMRSRSPTINAKPIRHTSQRRTD
SGSSPDKMANLQRAATFIERAMKEQPDTKLV
WQKSTEDLYEFRSSATPQVQIKDSGKGNYEL
SNFQWNNRGNRYSVASPLSKNSQKRYGKKGH
GKEIRNKKGNLIRAASFQDSTIPDARVQPDR
RVQPDRRWFGNTRVISQDALQHFRSALGETQ
TESGEITKSAHPARFSPDDKYSRQRVTLKKR
TKSAHPARFSPDDKYSRQRVTLKKRFGLVPG
KLEELASRPVIRKERSQSEREEEWLEKLYKK
EELASRPVIRKERSQSEREEEWLEKLYKKHG
DGKKAFFKLPVLQIGSGLHFRTQDDASAKED
LQIGSGLHFRTQDDASAKEDIHTIGEFIEGD
SSRKGKKAWRKNIDLSDVEQYMEKKIDHEIT
NQKKIAKTTATAAQTSGTDNKPVPAGIHPDR
____MGSEEDKKLTKKQLKAQQ
SKEKAYSNISLKKSETLDPQERERRDISEYL
TFPGEERTKGEVNENSAPDLQRRYQEAMQQV
LQKASMDSNNANATQSRSISRSGSFSSQLGN
PRTSADTLTTTPESQSLDLHSRNKSSSHIGS
SLDLHSRNKSSSHIGSVSNSSSSDRNRANVP
NKEEKLFNSGSTKTASQIALNESAKSYNTAI
ERERERYNSRRNRSRSPPAPFSQPSTGRKDR
HSKSEPLTRRRKLVLSQGHYKTPARSKIKTP
IKSLMVSPEVYENTKSLPVPLMRSSGGGMAC
EVYENTKSLPVPLMRSSGGGMACASKSSCQD
QPSSTGVLDKAQEILSPFPQSKNKPRPGDWN
ALTYNRAHFPAITPLSRQNSLNMAPSNSGSP
FGTATSDNKTTNTTPSFSFGAKSDENKAGAT
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NBA1
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NBP1
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NDD1
NDD1
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NOG2
NOP10
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NOT3
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NPR1
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NRP1
NRP1
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308
398
438
441
142
479
537
102
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133
177
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96
222
29
341
273
125
475
107
254
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20
69
147
213
373

253
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437
454
525
527
1026
1084
1085
1087
1164
242
384
437
439
611
615
747
785
798
840
858
870
959
765
830
837
26

47
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34
161
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60
85
36
42
176
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73
84
31
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1.34
2.08
1.09
1.65
111
3.39
1.81
3.78
2.57
1.88
1.90
1.76
2.50
2.84
2.09
1.09
2.89
0.82
0.91
1.33
1.40
1.42
1.65
1.60
2.26
2.29
1.25
1.65
1.35
0.74
0.44
1.83
2.20
2.13
5.44
1.75
2.32
0.68
2.48
1.09
2.07
1.09
2.43
3.19
0.86
1.43
0.96
1.17
1.29
1.03
9.96
6.14
1.00
2.02
1.73
1.88
4.76
6.54
1.32
1.54
1.05
1.51
1.97
1.29
1.93
2.85
1.66
1.84
1.98
1.45
1.66
2.01
0.96
1.53
0.99
1.23
2.37
0.99
1.78
3.27
3.33
1.66
1.83
2.58
4.65
2.24
1.56
2.34
1.49
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1.55
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1.28
1.04
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2.13
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2.11
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0.90
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1.16
15.56
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1.49
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1.93
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1.32
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4.55
1.98
1.29
1.65
1.82
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1.82
1.25
1.47
3.42
1.52
1.31
2.61
2.45
1.73
2.14
2.31
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2.16
1.80
2.31
1.67
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1.35
1.07
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1.34
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2.03
3.57
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1.71
1.85
2.04
2.07
1.28
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1.23
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3.02
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2.58
2.40
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2.17
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1.48
4.47
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1.29
1.40
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1.77
1.88
1.48
1.07
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1.34
1.36
1.49
1.35
1.37
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0.83
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135
2.40
1.74
2.98
1.85
1.57
1.19
0.93
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212
4.44
2.15
2.24
1.22
2.20
1.21
1.84
1.25
1.08
1.05
1.66
3.84
1.39
1.26
2.40
1.51
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8.99
1.79
2.51
2.98
1.28
3.35
10.42
0.90
1.47
0.91
1.47
1.66
1.48
1.44
4.17
0.82
1.10
0.69
2.67
1.62
1.45
1.23
0.99
1.61
1.66
1.48
0.83
1.43
1.34
0.75
1.32
1.87
1.84
7.12
2.39
1.13
1.79
2.79

1.74
0.79
2.04
1.70
1.43
3.23
1.83
1.36
1.27
1.67
0.86
1.17
1.39
2.26
1.12
0.92
1.98
2.00
1.05
1.89
1.37
1.37
1.20
1.92
1.78
3.24
1.89
2.46
1.33
1.26
1.38
1.60
1.63
2.11
3.24
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1.80
1.17
2.29
1.08
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1.20
1.40
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3.44
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1.27
1.68
1.42
14.99
8.02
1.62
2.67
3.22
1.38
3.00
14.43
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1.57
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1.33
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1.35
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1.45
1.97
1.17
1.00
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1.57
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1.15
1.67
1.18
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2.14
1.62
2.79
1.72
2.49
1.66
1.27
1.01
1.83
3.82
1.53
1.55
2.81
2.22
31.74
11.29
2.37
4.91
5.00
1.44
2.95
15.87
1.14
2.32
1.14
1.71
2.53
1.64
1.33
6.28
1.21
1.04
0.79
2.99
2.37
4.09
1.74
1.67
1.96
2.20
2,11
1.48
1.53
1.13
0.82
1.64
2.20
1.85
11.70
2.54
1.17
1.96
2.23

2.46
0.64
2.36
1.66
1.55
2.88
2.52
1.14
1.71
2.85
1.44
1.52
1.72
2.32
1.68
1.29
1.73
2.13
1.46
1.32
1.93
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1.25
1.64
1.08
1.66
1.77
1.99
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0.91
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193
2.66
2.46
2.28
1.81
191
1.13
2.10
3.33
1.71
1.67
2.83
2.37
27.18
11.96
2.68
6.18
5.60
1.70
3.44
17.90
1.27
2.92
1.24
1.38
2.51
1.89
1.03
4.30
1.12
1.02
0.80
1.73
2.18
4.09
1.90
1.51
2.05
2.16
2,01
2,12
1.57
1.24
0.71
1.96
1.68
1.96
11.92
2.52
1.13
1.59
2.67



TATSDNKTTNTTPSFSFGAKSDENKAGATSK
KPEEKKDDNSSKPAFSFGAKSNEDKQDGTAK
KPAEKNNNETSKPAFSFGAKSDEKKDGDASK
ESDESKSAFSFGSKPTGKEEGDGAKAAISFG
KPTGKEEGDGAKAAISFGAKPEEQKSSDTSK
ILNSHFDALRSLDDNSTSLEKQINSIKK___
SGANTAPLGRSRNTASFAGSKKTFD______
EEWETQLLSKGNINKSNEKIITPLPVLFPDD
VSDLVKDLSGVLETNTFKRHLDMKNKTTTMQ
NGSCTRQLAGKSGEDTNVGLPILKSLKNRSN
GKTDKSTKTAEAPTLSFNFSQKANKTKAVDN
HTKPSETPATIVKKPTFTFGQSTSENKISEG
TSENKISEGSAKPTFSFSKSEEERKSSPISN
DVQAPTDDKTLKPTFSFTEPAQKDSSVVSEP
ASTAAANTEKLSNGFSFTKFNHNKEKSNSPT
DIEIKGPEFKFSGTVSSDVFKLNPSTDKNEK
KTETNAKPFSFSSATSTTEQTKSKNPLSLTE
EATKTNVDNNSKAEASFTFGTKHAADSQNNK
FVFGQAAAKPSLEKSSFTFGSTTIEKKNDEN
FGQAAAKPSLEKSSFTFGSTTIEKKNDENST
AAAKPSLEKSSFTFGSTTIEKKNDENSTSNS
NSKPEKSSDSNDSNPSFSFSIPSKNTPDASK
KPEKSSDSNDSNPSFSFSIPSKNTPDASKPS
SFSIPSKNTPDASKPSFSFGVPNSSKNETSK
SKNETSKPVFSFGAATPSAKEASQEDDNNNV
KPFGSAKSDETKQASSFSFLNRADGTGEAQV
FGSAKSDETKQASSFSFLNRADGTGEAQVDN
TKQASSFSFLNRADGTGEAQVDNSPTTESNS
TSKVRNAEFKVSKNSTSFKNPRRLEIKDGRS
SIGSRKYSFNYSSLPSPYKTTVYRYSAAKKI
QLNATKISPSAPSKDSFTKYKPARSSSLRSN
KKDGGDKPPSSAFNFSFNTSRNVEPTENAYK
TELTKGDSTPVQPDLSVTPQKSSSKGFVFNS
VSPRNNVANKQPRNESFNRRISSMPGGYFHS
VANKQPRNESFNRRISSMPGGYFHSEISPDS
YNDGERAVLQFGKNRSEPIILSYKDMNVLEG
QERNSNPLKRLLKNNTGDANTEEAAARSVQG
IPESIRESTQGSRTESPFEDKFEIHDER ___
NDHEAGRKAIEQLNYTPIKGRLCRIMWSQRD
IKGRLCRIMWSQRDPSLRKKGSGNIFIKNLH
RIMWSQRDPSLRKKGSGNIFIKNLHPDIDNK
QEIYVAPHLSRKERDSQLEETKAHYTNLYVK
EQDEENKQDENRAADTPETSDAVHTEQKPEE
______MENRNSSTSSRPFSVNNPFRNATVD
SRPLSSKNPFLDDVSSATDFRRSPPPVSRNK
__MENRNSSTSSRPFSVNNPFRNATVDSSIN
EASSSSTPSKKGKRKSKVIVPKNVDTIDKLD
TSSRPFSVNNPFRNATVDSSINQYKNDSQFQ
VDTIDKLDVTGLFGGSFHHDGPFDAVTPHRN
RPFSVNNPFRNATVDSSINQYKNDSQFQEWA
STKKSALDEVFGRDDTDDSDIYQYSSQTLRR
KSALDEVFGRDDTDDSDIYQYSSQTLRRGGD
DIYQYSSQTLRRGGDTQDAIKANVGNVQQMD
TELVHGPVTAGLGSSTFLDGAPASSAAIRND
NYDVGHSNEGVRRSKTVNSPNRTHKSNYTTD
SKTVNSPNRTHKSNYTTDFDGQDDHNEDEED
KTVNSPNRTHKSNYTTDFDGQDDHNEDEEDV
APSAAFSQNSTNAPRSVHAAVTPAAGKNSTG
SQNSTNAPRSVHAAVTPAAGKNSTGLPSTTM
STTMGHNPYFKDASASSTSTFDARAAEMQRR
TTMGHNPYFKDASASSTSTFDARAAEMQRRI
GHNPYFKDASASSTSTFDARAAEMQRRIQRG
PPSNFSATMPLTAQKTGFGNNEIYTKSNFNN
DDDVLPNYRNRRKVYSAKNEEQSSFSSPSAK
EQSSFSSPSAKSVNHSSSTLQTDDISVDKTV
DRKKAKSRALLRARMSALTGKSTESEDSLSM
ARMSALTGKSTESEDSLSMEDEQQSAEIKRI
MSALTGKSTESEDSLSMEDEQQSAEIKRIQQ
SNKSVTESSPFVPSSTPTPVDDRSSSPSYSQ
GRGGAGNIHKSMSKPSPVLLPLKSNSKTVAN
GGRYKRTDIALQRMQSQVEKAVTVAKERPSK
SGNAIGGNGVGATARSYVAATAEGISGPRTD
HNDVIENVEEDKEVHTN_____
HFDINKGKALEDDSASWDQFAVNEKKFGVKS
GNIHIAEDRGIIIDDSGLDEEDLYSGVDRRG
PYDIPKDMLEVLKRSSSTLKSNSSLPPKPIS
YDIPKDMLEVLKRSSSTLKSNSSLPPKPISK
HTTRSSTSLRRRNHGSFFGAKNPHTNDAKRV
KNPHTNDAKRVLFGKSFNMFIKSKEAHDEKK
TYKQVLSETASGRVSTATDWGTVSSSKNKNK
_____ MTTTSTTSVDGRTSSTLKATLSA
KMPTKTAQQPQQFAPSPSNKKHIETLSNSKV
TVKLCDFGVSGNLVASLAKTNIGCQSYMAPE
MEDKFANLSLHEKTGKSSIQLNEQ
____ MLAASFKRQPSQLVRGLGAVLRTPTR
GPLVLEYETYRYGGHSMSDPGTTYRTRDEIQ
LVLEYETYRYGGHSMSDPGTTYRTRDEIQHM
KLSILFEDVYVKGTETPTLRGRIPEDTWDFK
LPTFGAKDYETHRVATTGEWDKLTQDKSFND
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323
361
557
570
811
405
255
147
180
383
570
592
637
754
223
254
284
317
319
322
351
353
368
392
66
68
76
412
222
360
400
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69
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207
348
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119
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323
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449
450
1219
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2.17
1.71
1.56
4.56
1.51
1.68
3.31
2.32
2.39
1.09
5.95
5.58
3.98
3.88
1.77
2.73
1.25
1.33
4.98
3.33
2.79
3.32
2.95
1.69
1.05
4.55
6.17
2.53
2.52
2.34
5.01
2.41
1.67
1.66
1.25
1.26
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1.68
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1.67
1.28
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0.33
1.66
1.44
2.04
2.66
3.65
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2.18
18.11
5.92
1.93
3.50
2.08
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5.50
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3.48
12.27
2.46
1.08
171
1.99
1.56
1.10
1.35
1.32
1.55
1.86
3.85
3.66
6.12
3.92
2.18
0.79
1.53
1.43
1.03
1.31
1.40
1.08
2.22

2.56
1.97
1.86
7.06
1.69
1.80
5.77
3.02
2.65
1.06
6.02
7.11
4.35
5.48
1.58
4.52
1.39
1.46
5.35
5.52
2.80
3.44
3.03
1.90
1.53
4.04
5.76
2.66
4.31
1.95
5.28
2.55
1.34
1.63
1.21
1.44
2.09
1.65
1.80
2.00
1.59
0.76
0.47
1.44
1.17
1.53
2.37
3.46
4.30
5.28
1.44
191
16.93
5.73
1.89
3.60
2.09
1.40
7.37
2.20
1.40
3.01
0.67
1.98
4.00
14.53
3.46
1.08
2.72
1.84
2.00
1.24
1.34
1.33
1.92
2.27
5.35
4.44
7.95
4.94
1.63
0.90
1.62
1.41
1.21
1.61
1.82
1.44
3.68

3.55
2.79
2.52
7.25
2.37
2.17
4.69
3.65
3.14
1.54
7.35
8.24
6.00
6.18
1.55
6.82
2.32
1.62
5.63
7.78
4.54
3.71
3.08
1.72
1.75
4.47
5.78
3.29
3.57
2.45
5.98
2.20
1.45
1.95
1.68
1.59
2.34
1.58
2.49
3.17
2.02
0.78
0.25
1.48
0.99
1.61
11.51
2.82
5.39
3.62
1.95
1.94
15.05
6.43
2.07
3.39
2.11
1.56
7.48
1.71
1.20
1.67
0.52
1.82
4.31
9.02
4.75
1.00
3.48
2.09
2.78
1.82
1.42
1.21
1.66
1.56
2.70
3.44
5.63
5.89
1.79
1.37
1.10
1.88
1.17
1.05
1.03
117
4.22

3.36
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DVTYRLLKPQRANRDSIVVKDPRIPNSNSNA
TSKSMNHVSPITRTDTVEMKTSTSSSTLRLS
REPTHTIKNPFKRNTTRSDIDSSTGDTSVS
NGKKLEDAEGQENAASSE___ -
NSSDSPTMTKFKSPLSPANTTTVSSYFSRQR
QSRIGNFFKKLSDSNTPVVEKSDYEKFFLPF
TSFLAQRQTQQYQQMSFKKQSQTVPLTTTLT
EKANGAEENSVDLEETEEEEDDGLIREKTTY
IKKKRSNKNKFVRAESIVAKTLATSREKER!
ALDRQRPKVGSMKSNSFDRLPRYSKEKSMAR
SEASREASPAPTGSHSLTKGMAELNVQESKV
DVATAGKTTFFEKKVSDYQKASDMSKSATPS
KARDATSSHPIVHAKSMSHIYSTSNSASRQA
LPPMSPRNEVYQKNKSTTAFVPKRKPSLPQL
QKNKSTTAFVPKRKPSLPQLALAGLKKQSSF
PSLPQLALAGLKKQSSFSTGSASTTPTQARK
NLKVVTTTADDAFPSSLRAKKSVVKTSLKKN
KETSIGVSATGGKKTTFADE_ o
TTMTIDKHDYKIMDDTDIESSLTQDNLSNMT
VHTTGRVVSVDGTLISDADEEGNGYNSSRSQ
ADLERNRIDSDKLTDSAIDIVDSVRTASKDL
TLKYICAECSSKLSLSRTDAVRCKDCGHRIL
_MTEDIEQKKTATEVTPQEPKHIQEEEEQDV
KSGKRKPNIILDEDDTNDGIERYSDKYLKKR
NEQEEKSEEVKAEDDTGEEEEDDPVIEEFPL
RPTLKEMESSSLRSTSPDVGHFSNFKSKSSG
EPTLEDPTLKLKRISSFQEQPLNKLLKRETS
HSPVNPNISLIKRVKSPNIVTLNISRESSRS
SPNIVTLNISRESSRSPIALNYEARQQHSQQ
ERPNHKTANRILKKESPVETSKSNLILSKVA
DSFTSRNDDLDKEQGSSPLNSKFAPEEIVLS
VFPRDGKAPEAEQVLSAAATFPIAQPATDVE
DGKAPEAEQVLSAAATFPIAQPATDVEARAV
VVKGTNGKKALKVRTSATFRLPKTLKLARAP
KGTNGKKALKVRTSATFRLPKTLKLARAPKY
SSDRRKARKAYFTAPSSERRVLLSAPLSKEL
SDRRKARKAYFTAPSSERRVLLSAPLSKELR
AHRNGIKKPKTYKYPSLKGVDPKFRRNHKHA
PRHGHLGFLPRKRAASIRARVKAFPKDDRSK
GKPFRQTKFKVRGSSSLYTLVINDAGKAKKL
FRQTKFKVRGSSSLYTLVINDAGKAKKLIQS
QNRPLPQWIRLRTNNTIRYNAKRRNWRRTKM
DDIYDISLLKNRRKQSFVLNKNTIDFERFPS
PEHIVPGTYIQERNPSQRPQRRY________
MSQAVNAKKRVFKTHSYRGVDLEKLLEMSTE
__MSSVQSKILSQAPSELELQVAKTFIDLES
NCRPVTVPRLFNRSFSQSFIILKKKSSTPTE
___MSNSLEERLRANSSAFDGLLALIPAKYY
__MSNSLEERLRANSSAFDGLLALIPAKYYY
TDHERKYLNKLIKRNSQNLRSWDLEEEVRDE
IITDTLTTSSMPRVNSSSTIRLPTLKQTKS!
EEVARANAARAESSSSMNSTEAARRLRKTRT
QNAIGQQQIPLSRVGSPGAGGPLTVQGLKQH
PAPNSTSSFASKRRHSVAADDPTDLHIIKIA
VGHKLGEFAPTRKRFSYTQTKNK__
FTPERPPTLKAGPTFSTKSLTLASGASSFNS
____MSSIPAGTDPGSCGANFKNDRKRRDKI
ATNDDSVRPPAKRLSSFEYGGYGEYGNGS__
IIPKDFFRDYYGNSGSNDTLSESTPGALGLS
KDFFRDYYGNSGSNDTLSESTPGALGLSSKA
DYYGNSGSNDTLSESTPGALGLSSKAKGTGT
IGQGPLRSSYSMAYDSPVDRAMNTPLQQQEG
SYSMAYDSPVDRAMNTPLQQQEGLKAELPHD
PASVSSTYSPKVRSPSSSFRAGSFLSSSFRH
FLSSSFRHGSINTPRTRHTSISSNMTENIGP
NDDYKIHGSAYPGGETPAQQHEKLSYINTHN
IDATVAQGVEISKQKTQEFSQMACEKTKPYL
QMACEKTKPYLDKVESKLGPISNLVKSKTAP
NHASSQSIDIPRSSHSFERLPTPTKLNPDTD
LKLTDGASRHTVLPLTPKDSMTHISHSARRS
HISHSARRSSRNASISNGTSISDTIFPIETK
HSARRSSRNASISNGTSISDTIFPIETKIHS
TSISDTIFPIETKIHSAPTTNRNLPSADLPH
PSADLPHHTLLPRSLSGISSSDLTESGALLH
DLPHHTLLPRSLSGISSSDLTESGALLHDRR
DLTESGALLHDRRRRSSNYSLDGSNSLKADL
LTESGALLHDRRRRSSNYSLDGSNSLKADLM
SGALLHDRRRRSSNYSLDGSNSLKADLMAKR

REG1
REG1
REG1
REG1
REG1
REG1
REG1
REG1
REG1
REG1
RGA2
RGA2
RGA2
RHO4
RIM1
RIM15
RLF2
RLM1
RLP7
RLP7
RMD8
RNR1
RNR4
ROM2
ROM2
ROM2
ROM2
RPA12
RPA14
RPA34
RPA43
RPA49
RPC10
RPC19
RPC31
RPC37
RPH1
RPH1
RPH1
RPH1
RPH1
RPH1
RPL13B
RPL13B
RPL25
RPL25
RPL26B
RPL26B
RPL29
RPL3
RPL38
RPL38
RPL39
RPN4
RPS108B
RPS15
RPS7B
RRF1
RRP14
RRP14
RRT14
RSC1
RSC2
RSC2
RSF2
RSM19
RTC1
RTG1
RTG1
RTG1
RTG1
RTG1
RTG3
RTG3
RTG3
RTG3
RTG3
RTN1
RTN1
RTS1
RTS3
RTS3
RTS3
RTS3
RTS3
RTS3
RTS3
RTS3
RTS3
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286
311
66
75
786
86
865
886
889
898
142
277
387
262
133
1568
242
470
120
60
175
824
321
144
182
193
207
59
133
93
251
157
a1
15
101
61
412
459
575
590
652
688
140
144
29
31
24
25
31
24
50
53
34
326
98
16
14
24
13
14
123
607

682
231
84
620
12
164
52
55
60
142
150
229
252
56
186
206
236
152
174
177
192
216
219
237
238
241

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

4.25
1.40
2.82
1.45
1.63
1.39
2.50
1.39
1.70
2.36
4.44
1.50
1.96
4.72
0.85
1.38
0.87
3.09
0.92
1.35
2.85
1.17
1.03
2.30
3.88
1.41
1.41
1.96
2.46
2.02
0.99
1.70
1.89
0.88
1.54
0.60
2.06
2.06
1.12
1.33
1.25
2.57
0.90
1.53
2.35
5.22
1.35
131
1.66
1.94
1.14
1.17
1.35
0.51
1.25
2.68
1.82
1.98
2.19
1.78
1.98
1.12
3.00
1.24
1.46
0.97
2.49
3.63
2.25
1.87
1.87
3.10
1.08
1.03
0.93
1.44
3.59
10.06
6.32
1.21
1.45
1.07
1.17
0.92
1.44
1.46
1.18
2.38
1.17

5.56
1.93
3.69
1.40
1.46
1.17
4.22
1.28
2.59
2.12
5.97
1.41
2.50
5.42
0.90
1.41
1.66
3.87
1.31
2.14
2.60
1.41
1.75
1.76
3.35
1.38
0.86
1.99
3.77
2.21
1.09
2.60
1.68
0.79
1.29
0.63
2.05
2.08
1.37
1.49
141
2.98
1.29
2.66
5.81
11.37
131
1.26
3.35
2.13
1.39
1.34
3.07
0.53
1.23
4.07
2.19
1.86
2.38
2.13
4.70
1.29
5.11
1.20
1.13
0.87
3.08
2.39
1.87
1.73
1.69
1.68
1.00
1.01
0.92
171
2.56
9.08
11.06
1.14
1.69
1.02
1.34
1.15
1.77
1.57
1.43
3.13
1.58

7.25
3.26
5.40
1.65
1.01
1.30
10.07
1.72
3.24
2.00
5.26
1.68
2.41
3.54
0.82
1.70
1.49
3.70
1.10
2.70
2.43
1.61
2.05
2.27
5.19
1.53
0.78
2.46
8.38
2.29
1.06
2.81
1.96
0.77
1.45
0.48
2.28
2.44
1.93
2.04
143
4.24
1.35
2.49
8.51
11.78
1.60
1.21
10.68
3.01
1.71
1.75
6.04
0.57
1.66
5.00
2.52
1.58
2.46
2.21
5.30
2.01
4.12
1.79
1.47
0.89
2.38
2.28
1.93
2.05
1.93
1.42
0.73
0.80
0.83
1.26
2.54
7.55
11.62
2.18
2.51
131
1.72
1.67
2.30
2.20
1.71
5.36
1.81

5.69
3.49
5.06
1.36
0.65
1.12
12.47
1.81
2.74
1.29
3.45
1.62
2.35
2.49
1.05
1.33
2.05
2,78
114
3.62
2.00
1.69
2.42
193
5.77
1.21
0.50
2.13
7.17
1.90
1.00
3.37
1.69
1.04
1.50
0.55
2.10
2.04
2.10
211
1.63
3.70
1.82
2.10
10.22
13.09
173
1.80
19.78
3.54
2.52
2.20
7.89
0.62
2.68
5.36
2.67
1.32
3.09
2.70
8.22
1.92
3.03
1.66
1.28
1.22
2.13
1.63
1.60
1.93
1.85
0.99
0.63
0.73
0.78
1.34
2.67
6.56
8.95
1.62
5.73
2.67
2.84
4.30
3.80
3.01
2.12
8.61
1.81

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.81
1.64
2.54
1.56
1.74
1.55
2.64
1.38
3.55
3.20
5.55
1.62
1.69
3.31
1.10
111
1.37
5.91
0.89
1.17
1.39
1.20
0.84
1.56
2.30
1.48
2.09
1.61
1.28
1.82
1.16
1.50
1.31
1.51
1.34
1.78
1.49
1.82
0.97
1.08
1.07
1.58
1.17
1.10
0.57
1.11
0.88
0.81
0.91
0.74
1.05
1.06
0.50
0.90
0.78
1.28
1.26
231
0.98
1.02
1.20
0.79
24.13
0.87
0.85
1.05
1.82
3.51
2.35
1.34
1.68
3.85
1.57
2.40
1.57
1.10
4.10
4.57
5.24
0.77
1.32
1.15
1.52
0.86
1.42
1.17
1.41
1.43
1.66

2.21
1.44
2.71
1.26
1.55
1.44
4.96
1.35
4.41
2.88
7.56
1.56
2.41
4.59
1.04
1.08
1.89
6.06
1.79
2.41
2.26
1.54
1.62
1.44
3.27
1.20
2.54
1.65
1.96
2.02
1.30
2.62
1.23
1.13
1.38
1.26
2.08
2.50
1.26
133
1.28
171
1.29
1.44
2.02
241
1.17
0.96
0.98
1.40
1.00
1.02
1.16
1.03
1.67
2.48
1.57
2.29
1.53
1.60
2.98
111
43.52
0.83
0.89
0.91
2.45
2.42
2.18
1.38
1.68
2.84
1.42
1.90
1.47
1.26
3.37
6.78
10.75
0.90
1.56
2.15
2.73
1.31
2.49
1.82
2.68
5.63
3.02

2.88
2.15
4.03
1.72
1.52
1.69
9.50
1.76
6.32
2,97
7.16
1.55
2.28
3.05
1.52
111
2.22
6.35
1.64
2.58
2.23
1.61
1.97
1.47
3.48
1.50
2.50
2.00
2.86
2.43
1.60
3.06
1.43
1.33
1.40
1.61
1.78
2.14
1.45
1.27
1.39
1.87
1.50
1.36
1.85
2.19
1.05
0.97
1.53
1.29
1.08
1.05
0.97
1.63
2.22
2.69
1.77
2.20
1.70
1.69
2.48
1.23
40.63
0.81
0.79
1.25
2.23
2.70
2.23
1.63
1.92
2.55
1.30
1.92
1.61
1.56
3.11
4.90
9.45
1.29
4.57
6.25
6.26
3.03
6.00
3.10
5.28
13.32
4.74

3.03
2.72
5.23
1.77
1.57
1.75
13.72
2.12
6.14
2.78
5.33
1.49
1.79
2.14
2.14
1.30
231
5.58
1.35
2.62
2.39
1.38
2.64
1.67
3.97
1.54
2.35
2.26
4.31
271
1.70
2.88
1.54
1.41
1.65
1.62
1.54
193
121
1.25
1.73
2.03
135
1.46
1.35
1.39
1.04
0.82
1.63
1.33
1.04
1.05
0.93
1.70
4.26
2.63
2.02
1.94
1.73
1.65
2.88
1.52
24.31
0.92
0.95
2.05
231
2.56
217
1.63
213
2.45
1.04
1.44
1.64
1.45
2.43
3.67
6.77
2.08
7.88
7.83
7.55
7.70
8.17
3.79
6.25
15.97
4.58
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KHKKAVAKPCRERQTSVTRAMRPAVARDPRR
SSSPSSSPMSAQRRLSREEIINEMEKEQDAI
EFDRRILKKSLMTSHTKGDTSKATGAPSANQ
__MDPQTLITKANKVSYYGNPTSKESWRYDW
DLKEFDRRILKKSLMTSHTKGDTSKATGAPS
SSRRDRSQDFFGPHSSSPIAPSERQRADQRS
MSFKGFTKAVSRAPQSFRQKFKMGEQTEDPV
TNVPSASKSAKFGLHTPTTATPRVVSNPSNT
EATTDGSKMALQKSMSFDDTAAEKTMNKSRH
SQSSLLNSKQRSRAKSQTCSSTGYNNSSILK
KPLTPSQKYRLRKEQSEMNLRNTIKRKEKFY
GSHVQRPPSQTTLGRSRAGSNTMNKVSGLDI
QRPPSQTTLGRSRAGSNTMNKVSGLDIARRP
PPSQTTLGRSRAGSNTMNKVSGLDIARRPSE
TPPGGQRTLQKRKQGSSQKVAASAPKKNTNS
PPGGQRILQKRRQAQSIKEKQAKQTPTSTRQ
TKVVKDREIHIKRARTPGQMQRGGFRGRGGF
DGHIPASKHALVKFPTKIDFDNIKENYDTKV
FDFQSNNAKFTKGDSTDVEKEKELESAVHKQ
KEHLKKKPLYTHRSSSQLDQLNSCSSVTDPS
VTNQNVKIEESSSTNSVIEESSEPKISKLEN
REEQEEFERLQRIATSQEAIDQYNAQATGDR
YNAQATGDRTKESLNSPLLTKNDIGSFSPEF
FAAAEPQMASLRRVRTDQHTNEKALKSQQIL
FPAPPKLGTVPSNYVSSPDLVRRESIISTGS
SIENERSSEEQPENISKSASSAYLPSTGGLS
VVEKDTFQPTIRKASTNQYRAFKPLESDADK
TGDKKVYKAKLGHKNTLYYDEKLKRWVNKDA
PSPTGPNPNNSPSPSSPISRISGVNLTSKKA
RDKGYEGNEALKKSESCTAADERSYSEETSE
KGYEGNEALKKSESCTAADERSYSEETSEDI
VTPQQFHGLTKTGLGTPNQQVSVPNIVSPKP
TQEPRSSRTNSAISQSPVNYAFPNPYKIQQL
APPIRARGVSNASVGSSASFGARHATQYGLN
VPLHSPFLMGHPMTKSVYETPKITAAEKSFK
DDLDMELAELDPSLRTPIAPKITPKVVRSQD
SNSWVNANGRNSLNHSNSTLNVGPSRQTRQP
NVGPSRQTRQPPVSTSTNSLSLDQRSPLANP
PSRQTRQPPVSTSTNSLSLDQRSPLANPMQE
GSSKNANPYASMANDSYSNGNLNRSANPYSS
SKNANPYASMANDSYSNGNLNRSANPYSSRS
TYTPSFIASDEAARNSEVDLNEEPRTGEFDF
EAVDEIKQEIKFTKQSSVASTRNTLKMAQDA
EIKQEIKFTKQSSVASTRNTLKMAQDAERAG
AELKKLNRSILAVHVSNPFNSKRRRREREEQ
QLKNRKIEEKLMREQTSQQLSQSTQRIEGAM
LKNRKIEEKLMREQTSQQLSQSTQRIEGAMN
KIEEKLMREQTSQQLSQSTQRIEGAMNANNN
EEKLMREQTSQQLSQSTQRIEGAMNANNNIS
KELDSQQKRLNNIEESTDDLDINLHMNTNRL
SLTQRSSMGKGDSLNSPLTKEPQHKTRSHNR
QRSSMGKGDSLNSPLTKEPQHKTRSHNRTSS
TKEPQHKTRSHNRTSSLPNQRGQQSRNSSGL
TSSLPNQRGQQSRNSSGLQRQKSKTHQRISY
FRRRTTAPEMEQADPTAVAAAASIGKLLMKK
RGILTGQHRTENPSGSIPLRTTRKYIPGPNG
KPSNANTSKLLRRSNSAHSALNARNGSLLRK
NANTSKLLRRSNSAHSALNARNGSLLRKKVS
RRSNSAHSALNARNGSLLRKKVSQESLHSQP
AAASIGKLLMKKGNQSDNEQRPTYRSASMTN
TQDLDEKSRSIEEKDTLEGTESSKKVEKPDN
GNQSDNEQRPTYRSASMTNLRKPSAPKRMSS
SNQTEPTPSLAQYLRTSNTYLSRKNQSKQAE
NQTEPTPSLAQYLRTSNTYLSRKNQSKQAEQ
TEPTPSLAQYLRTSNTYLSRKNQSKQAEQEK
EPTPSLAQYLRTSNTYLSRKNQSKQAEQEKF
SSGSSNHDSSMYSDNSPANGAYLSLTTAENT
SRRASLKRSSIKRPQSVGQFRSIRSNSPSPP
PQSVGQFRSIRSNSPSPPEKINNKRHSAIPL
NLRKPSAPKRMSSISSISSESRRSDGKGRPG
KPSAPKRMSSISSISSESRRSDGKGRPGKIN
MFRRRTTAPEMEQADPTAVAAA
PNKPKNQINKNIKRGSQIAQNNKPSTKDMNS
NGQASQNSTNVNRTDTAQEFFKYLGHSSRFA
ESRRSDGKGRPGKINSLTQRSSMGKGDSLNS
RRSDGKGRPGKINSLTQRSSMGKGDSLNSPL
GLSLRAASEAEPAKNSNPSMTNRLRFSSNPE
LRAASEAEPAKNSNPSMTNRLRFSSNPENGE
LNISSSTGQNSKSRTTSLGNSGSTIRTIKKY
EKERPAKDNLGFRSMSLREPLITKNATATAA
____MSTDVAAAQAQSKIDLTKKKNEEINKK
IPRNDEPEIKVTRSLSSVLKEKQLGLKETRT
EESQSKNEHKLSRTPSLSNFNKELSKEAQHS
YAMGNLQLNNRANSFTQLAQNQQFPGSGKVV
NSDVPLLLPKLKKRLSPVNRSTFKPTRYEPS
SKKCKYSSGFIAEDTTPSKRFRLYQAKFKTS
KGDIEGLKHIKRRASSRNNSSINSRKNSSNQ

RTS3
RTS3
RTS3
RTS3
RTT102
RTT102
RTT102
RTT105
RVS167
SAT4
SBE22
SBE22
SBE22
SBE22
SBE22
SBE22
SBH1
SBH2
SBP1
SBP1
SCD6
SCH9
sSDC1
SDH8
SDH8
SEC16
SEC16
SEC16
SEC16
SEC16
SEC16
SEC16
SEC16
SEC16
SEC16
SEC16
SEC65
SEC65
SEC9
SEC9
SEC9
SEC9
SEC9
SEC9
SEC9
SEC9
SEC9
SEC9
SEC9
SEC9
SEC9
SEC9
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG1
SEG2
SEG2
SEM1
SEN1
SET3
SFB2
SFG1
SFG1
SFL1
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259
261
30
64
101
14
98
87
16
68
201
242
305
52
56
58
20
21
119
91
220
290
95
61
83
1539
1602
1778
1962
2049
2144
360
362
595
706

247
29
190
210
213
271
273
315
439
443
509
539
540
544
546
632
100
103
118
131
17
177
217
220
228
36
467
48
544
545
547
548
602
645
658
66
69

724
799
85
87
911
914
136
939
12
2025
684
53
189
45
208

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
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TAISRRASKKASRDASSVELTEVPSKPKKPS
RILSRPKSEDHEWPLSDSSASQNYDAHLKTV
TTFQSEEDIKRAAPESEKDTSATSGIVPTLQ
RSMKMGGLRPGNRYDSSTDLQAGRAAFRKRP
IEAIKKKEKLLRHVDSLIEDFVDGIANSKKS
ENKIDNKHLNLLSSDSEIEQDYQKAKKRKTS
GTGHSTPLSKLKVSASFADKLPQKEVPSTIL
__MFLKTPNWETVNETPKSRVLTINELISPN
HNAKKQQQMKKDGFESAVGEEDSKDATSQEN
KSKQVNLTPAPLPTSSPWKLAPTEIPVSTIS
SPWKLAPTEIPVSTISIEDLDATRKKKNRTP
ISIEDLDATRKKKNRTPTPKSSTATKWVPIK
KSSTATKWVPIKASITVSGTKRSGSKNGASN
ATKWVPIKASITVSGTKRSGSKNGASNGNSN
VPEYRRTNFKNKGRFSADELRRRRDTQQVEL
YKFTTNKSKDVSRLLSALGPRGVSITPGKIE
KSQQTHKNPELRQSSTVSSTGSKSGPPPRPK
IVVPRNTTVPTIKRRTETTCADNQTTVQFPV
DLSVRRKRSSTINNDSDSLSSPTKSGVRRRS
GIDIVVNEVSNRSTPSVVGFGPKNRYLGETG
KQFPATTKSPLLRFASVSPYPKFHSDNQIMA
FEKQNGIGIQKSLNNSHSNLEKGTSKRFSQA
RPSNIGLPLPKNPQQSLPKLSTQPVPVHKKY
VEKLVEAPVEFVREGTQFLAKCKKPDLKEYT
YSFGRRRSQVVFADSTPENIEHEIIAQKIRP
KHQQPVASSTVNSNKSSTDIRRATPVSTPVI
PSMTTTPRQINSASHSLSNPKHKQHKPKVKP
IPSRPAPKPPSSASASAPIIKSPYMNSAANV
FRQPSLSHSKSLHKDSKNKVPQISTNQSHPS
KADPKYFSHTGNYGESPNHIKKQGSGKGNWG
YKASQQRFQPGTSNETPEETYQRAMKDPEVA
AAEAEDAGKPKTAQLSLQDYLNQQANNQFNK
VPEAKKVELDAERIETAEKEAYVPATKVKNY
KSKQLKTKEYLEFDATFVESNTRKNFGDRNN
TKEVLEFDATFVESNTRKNFGDRNNNSRNNF
VESNTRKNFGDRNNNSRNNFNNRRGGRGARK
FNNRRGGRGARKGNNTANATNSANTVQKNRN
GRGARKGNNTANATNSANTVQKNRNIDVSNL
ARKGNNTANATNSANTVQKNRNIDVSNLPSL
NTVQKNRNIDVSNLPSLA____ B
PSRSISPILKVAGPSSVGGAGVSTPHSTKIN
KDEFMQIYARESDNNSGADDQDDTARTSANN
ADDQDDTARTSANNDSDDSNDKLAASSSSEE
_MSIENLKSFDPFADTGDDETATSNYIHIRI
PSNPVSQPAPVRTSRSATQEIDIKSLELASL
NPVSQPAPVRTSRSATQEIDIKSLELASLIS
QKQAAPKPKKTLKLVSSSGIKLANATKKVGT
QQRFNNSNNSIPRKPSFPQLQQSANVRSNSR
PTHSIVNQNRLRSQQSKNKLNMPHATNPNNT
_________ _____MSDPFAHLLTSLKNKDS
APAAPVQLEKAVRTKSNESRQHLRRPLKRPP
KDGFLARQEFLQRVGSAEDERYKELRRQQLA
KELRRQQLAQQLQQDSEAS_______
DDGVNRDKGRNKVDYSRIESESGGLIKTRRA
KQQPTMQANKLDSQETPSTEESRAQNVFGQD
PNENLSSKTKFITPFTPKSRVSSATSNSANI
AYARNNGWHELALPQSR_______
RKRQMQNAKTLYGVESFINDKNKQFNEKLSR
YDAWERRHPQGKTGQSQRGGISYDQLAKLSY
WEQVQKKTKKFNRASSLDDFISRTPSPSSSA
NTEREKKSPQKDKRKSAFGNIGHRLASASSS
QDEISKRRFGRRRSRTVDVFDYINKNNTAKN
ASHPDHQVLSRSRSQSTSFVQGKGGKRKSIE
NTITATNNPRGNVNTSQTEQSKAKVTNVNAT
GLRAGSKKQYGWLTSSVNKPTSLGAKSSGKV
TQAIQMCQQGLRYTSTAEHVAIRSKLQYRLE
DIASKGLGTGLKAGTTVIGGGVGAIGKIKKG
GNFATKGLGTGIKAGSTVFALGTNVVSTGLG
______ MVHRGRTLKSDTDVTSLNASTVSHQ
TRVKSNQGKRSASFHSPVHNTLLSPKNSSHS
MVHRGRTLKSDTDVTSLNASTVSHQSKPFRQ
SKKSESTTDEEVECFSEDNIEDGKVNNDKVI
EGQSKVTKEADIDDLSSHSQNLRASLVKAGD
SKVTKEADIDDLSSHSQNLRASLVKAGDNIS
ADIDDLSSHSQNLRASLVKAGDNISEAPYDK
SQNLRASLVKAGDNISEAPYDKEKKILDVGN
APRSNSSRKSDSSFMSLRRQSSKQHKLLNEE
KLLNEEEDLIKPDDISSAGTKDIEGHSLLEN
SISSLTNNLRRAAPESFHGSRMNNIFHKKGN
RAKSNASFKGLRRVLTHDGTLDNDYFNKHNV
NASFKGLRRVLTHDGTLDNDYFNKHNVSQKC
GSDANRQSNSGAKFNSFAQFLKSDGIDAESR
SNSGAKFNSFAQFLKSDGIDAESRTQRKLWL
NSFAQFLKSDGIDAESRTQRKLWLQRENSIM
AESRTQRKLWLQRENSIMDLSSQNDGSDSIF
DDLLFTNYDKKFDDLYPHLASAKIQAVLSGI
TNYDKKFDDLYPHLASAKIQAVLSGIWKSES
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DLYPHLASAKIQAVLSGIWKSESYLFNKDVN
SAKIQAVLSGIWKSESYLFNKDVNPINKNRT
DVNPINKNRTTSTNHSVGHTASQNARNLLRG
TASQNARNLLRGPMGSSTTLHHQRVINSLQP
ASQNARNLLRGPMGSSTTLHHQRVINSLQPT
PMGSSTTLHHQRVINSLQPTTRAVNRRMENV
TRAVNRRMENVGYMHTQPQQR______ o
DLDVDTSTRNSIISMSPVRKTGRKIRSASSN
FEESLDDQLLLRRSLTPQGEKKKKPLVKGSL
DEDFGSSPSKKVRPGSIAAAALQANQTDISK
PVTDFHLPVRLHRKDTRNLQFQLTRAEIVQR
SGTVSLNNTVKDGSQTPTVDSVTKDNTANGV
DAMIHSDLAGNFRRHSIDGRPPSQATKSSPF
SKSSFTQQGTRQKANSLSFAIGASSLRLKKS
_MADYSSLTVVQLKDLLTKRN
KANPYQASSYKRDSPSENEEKPNKRFKKDET
SVAAPRRGGGADVDWSSARGSNFQGDGREDA
VAAPRRGGGADVDWSSARGSNFQGDGREDAP
RRGGGADVDWSSARGSNFQGDGREDAPDLDW
GREDAPDLDWGAARGSNFRGPRREREEVDID
VDIDWTAARGSNFQGSSRPPRREREEVDIDW
DIDWTAARGSNFQGSSRPPRREREEVDIDWS
SRPPRREREEVDIDWSAARGSNFQGSSRPPR
SRPPRREREEPDIDWSAARGSNFQSSSRPPR
QFGKPQQTKNTYKDRSLTNKKTTDEQPKIQK
GKPQQTKNTYKDRSLTNKKTTDEQPKIQKSV
QTKNTYKDRSLTNKKTTDEQPKIQKSVYDVL
TKNTYKDRSLTNKKTTDEQPKIQKSVYDVLR
QVGGAGSIPGQYVPPSRRAGARDPSSDAYRD
IPLSELAHAKNNSNNTRSGGFGGSFGGRSRL
LSELAHAKNNSNNTRSGGFGGSFGGRSRLDP
AKNNSNNTRSGGFGGSFGGRSRLDPALGGGS
NNTRSGGFGGSFGGRSRLDPALGGGSSDRRE
EQHKAKLQSQERSTVSPQPESKLKETSDSTS
TPSTNDSKASSEENISEAEKTRRNFIEQVKL
NIPMKTTPENVEEKGSDKPEVTEKTKPAEEK
GRGNRSRDSGRFGNNSSRGHDFRNTSVRNMD
RGNRSRDSGRFGNNSSRGHDFRNTSVRNMDD
RFGNNSSRGHDFRNTSVRNMDDRANSRTSSK
DFRNTSVRNMDDRANSRTSSKRRSKRMNDDR
TSSKRRSKRMNDDRRSNRSYTSRRDRERGSY
RSNRSYTSRRDRERGSYRNEEKREDDKPKEE
NRHSFRRDAPPASKDSFITTRTYSQRNSQRA
KPKDSGRFGGDFRSPSMRGMDHTSSSRVSSK
VSSKRRSKRMGDDRRSNRGYTSRKDREKAAE
RYSSNRRNMQNTQRDSFASTKTGSFRNNQRN
MQNTQRDSFASTKTGSFRNNQRNARKVEEVS
QGKSQNAPSDGTGSSTPQHHDEDEDELSRQ
____MSFLGFGGGQPQLSSQQ
____ MSSLSTSDLASLDDTSKKEIATFLEG
KSNPKYFTHNGNFGESPNHVKRGGYGKGNWG
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Esta tesis doctoral ha dado lugar a la publicacion del siguiente trabajo cientifico:

Sellers-Moya, A., Nuévalos, M., Molina, M., and Martin, H. (2021) Clotrimazole-Induced
Oxidative Stress Triggers Novel Yeast Pkcl-Independent Cell Wall Integrity MAPK
Pathway Circuitry. J Fungi 7: 1-22.

Y a la de las siguientes revisiones:

Gonzalez-Rubio, G., Sellers-Moya, A., Martin, H., and Molina, M. (2021) A walk-through
MAPK structure and functionality with the 30-year-old yeast MAPK SIt2. Int Microbiol
24: 531-543.

Jiménez-Gutiérrez, E., Alegria-Carrasco, E., Sellers-Moya, A., Molina, M., and Martin, H.
(2020) Not just the wall: the other ways to turn the yeast CWI pathway on. Int Microbiol
23: 107-119.
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Abstract: Azoles are one of the most widely used drugs to treat fungal infections. To further
understand the fungal response to azoles, we analyzed the MAPK circuitry of the model yeast
Saccharomyces cerevisiae that operates under treatment with these antifungals. Imidazoles, and
particularly clotrimazole, trigger deeper changes in MAPK phosphorylation than triazoles, involving
a reduction in signaling through the mating pathway and the activation of the MAPKs Hog1 and SIt2
from the High-Osmolarity Glycerol (HOG) and the Cell Wall Integrity (CWI) pathways, respectively.
Clotrimazole treatment leads to actin aggregation, mitochondrial alteration, and oxidative stress,
which is essential not only for the activation of both MAPKSs, but also for the appearance of a low-
mobility form of Slt2 caused by additional phosphorylation to that occurring at the conserved TEY
activation motif. Clotrimazole-induced ROS production and Slt2 phosphorylation are linked to Tpk3-
mediated PKA activity. Resistance to clotrimazole depends on HOG and CWI-pathway-mediated
stress responses. However, Pkcl and other proteins acting upstream in the pathway are not critical
for the activation of the SIt2 MAPK module, suggesting a novel rewiring of signaling through the
CWI pathway. We further show that the strong impact of azole treatment on MAPK signaling is
conserved in other yeast species.
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1. Introduction

Signal transduction pathways mediated by mitogen-activated protein kinases (MAPKSs)
are essential for eukaryotic cells to respond to external stimuli, regulating vital cell pro-
cesses such as proliferation, differentiation, survival, and apoptosis. As they play a central
role in cellular homeostasis, compromised MAPK pathways may be involved in the de-
velopment of serious diseases such as cancer or neurodegenerative disorders [1]. These
pathways are composed of a module of three evolutionarily conserved kinases that are
activated by sequential phosphorylation: a MAP kinase kinase kinase (MAPKKK), a MAP
kinase kinase (MAPKK), and a MAP kinase (MAPK) [2]. For full activation, MAPKs need
to be phosphorylated by MAPKKSs on conserved T (threonine) and Y (tyrosine) within
the activation domain [3]. Activated MAPKSs then phosphorylate a diverse set of target
proteins with different functions, including transcription factors, which are fundamental to
the adaptive response.

In the yeast Saccharomyces cerevisiae, five MAPK routes govern mating, filamentous
growth, osmolarity, spore wall assembly, and cell wall integrity [3]. The pheromone
response pathway is crucial for yeast to initiate the process of mating differentiation [4].
Pheromones from the opposite mating partner are detected by G-protein-coupled receptors,
transmitting the signal to the p21-activated kinase (PAK) Ste20 through G-protein activation.
The MAPK module is composed of MAPKKK Stell, MAPKK Ste7, and MAPK Fus3, which
are attached to the scaffold protein Ste5. Kssl, the homolog MAPK of Fus3 responsible for
filamentous and invasive growth, is also phosphorylated in response to pheromones but in
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a more transient manner than Fus3 [5]. The High-Osmolarity Glycerol (HOG) pathway is
necessary for adaptation to hyperosmotic stress and is composed of two branches [6]. The
first branch is named after the protein Shol, a membrane-localized scaffold protein that
interacts with the sensors Hkrl and Msb2. The signal is transmitted to Ste20, which in turn
activates MAPKKK Stell. The second branch is named after the sensor histidine kinase
SIn1, which signals through the phosphotransfer protein Ypd1 to the response regulator
Ssk1, which activates the redundant MAPKKKSs Ssk2 and Ssk22. Both branches converge
in MAPKK Pbs2, leading to MAPK Hog1 activation [7].

The Cell Wall Integrity (CWI) pathway is necessary to maintain cell wall stability in
response to cell surface stress, although it can also be activated by other stimuli not directly
related to cell wall damage such as oxidative or genotoxic stress [8]. Perturbations in the
cell wall or the plasma membrane are detected by a group of membrane-spanning sensors
(the Wsc-type sensors Wscl, Wsc2, and Wsc3, Mid2, and Mtl1) [9], which activate Rhol
GTPase through GDP/GTP exchange factors (GEFs) Rom2, Rom1, and Tus1 [10]. Activated
Rhol interacts with the protein kinase Pkcl, which in turn activates the MAPK module
composed of MAPKKK Bckl, two redundant MAPKKs Mkk1 and Mkk2, and MAPK
SIt2 [11]. Once activated, SIt2 can phosphorylate a diverse set of substrates, including
the transcription factors RIm1 and SBF complex (consisting of Swi4 and Swi6), which
regulate the expression of genes implicated in cell-wall repair such as MLPI and FKSI,
respectively [12]. In addition to SIt2 dual phosphorylation in its conserved TEY domain,
other residues have been described to be phosphorylated under specific conditions. This is
the case with caffeine treatment, which leads to DNA damage checkpoint kinases-mediated
SIt2 phosphorylation at Ser423 and Ser428, affecting SIt2 interaction with Swi4 [13].

In recent years, the emergence of pathogenic fungi resistant to distinct antifungals has
been alarming, as they have rapidly developed diverse resistance mechanisms against the
different classes of drugs used in the clinic [14]. It is thus important to understand fungal
cell responses to antifungal treatment, as this knowledge will aid the development of new
therapeutic strategies to overcome this problem. Azoles are the most widely used class of
antifungals. They are divided in two families, including imidazoles, which are commonly
used for the treatment of superficial mycoses, and triazoles, which are preferably used
in systemic mycosis due to their better pharmacokinetic profile, spectrum of activity, and
safety [15]. Within imidazoles, clotrimazole is effective against skin, vulvovaginal, and
oropharyngeal fungal infections and has become a drug of interest for the treatment of
other diseases such as malaria and some cancers [16]. The main effect of azole antifun-
gals is the inhibition of the ergosterol biosynthetic pathway, and thus alterations in the
permeability and fluidity of the cell membrane [17]. Additionally, some of the azoles
were reported to have a more complex mode of action, triggering other effects such as
the induction of farnesol production [18] or the generation of reactive oxygen species
(ROS) [19,20]. Regarding the effect of azoles on MAPK signaling, little is known. Activation
of CWI, HOG, and Cekl routes was observed in Candida albicans after exposure to the
triazole fluconazole [21], and deletion of CWI pathway components encoding genes PKC1,
BCK1, SLT2, and SWI4 rendered cells of both S. cerevisiae and C. albicans more sensitive to
fluconazole [22]. However, the effect of imidazoles on fungal MAPK pathways has not yet
been explored.

The use of S. cerevisiae as a model system in antifungal research is currently considered
opportune [23]. Here, we exploited the powerful genetics and biochemistry of this yeast to
gain insight into the nature of the stress imposed by clotrimazole and the MAPK signaling
circuitry that enables resistance to this azole.

2. Materials and Methods
2.1. Yeast Strains and Plasmids
The Saccharomyces cerevisiae strains used in this work were the wild-type BY4741

(MATa his3A1 leu2 AO met15A0 ura3A0) and the isogenic kanMX4 deletion mutants from
Euroscarf (Frankfurt, Germany); the YM]J29 strain (BY4742 isogenic, MAT« his3A1 leu2 A0
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lys2A0 ura3A0 mkk2A::kanMX4 mkk1A::SpHIS5) [24]; the wild-type CML128 (MATa leu2-3
112 ura3-52 trp1 his4 canlr) and its isogenic pkc1::LEU2 mutant strain MML344 [25]; WT-
RLM1Myc (BY4741 isogenic RLM1-6MYC::HIS3) and sl/t2A-RLM1Myc (BY4741 isogenic
slt2A::kanM X4 RLM1-6MYC::HIS3) [26]; mutant rim1A (BY4741 isogenic rIm1A::TRP1) [27];
and mutant bcy1A (BY4741 isogenic bey1A::KanMX4) [28]. Mutant pkc1A (BY4741 isogenic
pkc1A::HIS3) was kindly provided by Dr. Javier Arroyo. Strains YSTH1 (Y3656 isogenic,
MATw« can1A::MFAT1pr-HIS3-MFalpr-LEU2 his3 leu2 ura3 met15 lys2 HO::natMX6::SSB1) and
YSTH2 (Y3656 isogenic, HO:;pMLP1-MKK1%38P-t ADH-natMX6::SSB1) including IPAC [29]
were a gift from Dr. Elena Jiménez-Gutiérrez. The WT-SWI6Myc strain (BY4741 iso-
genic SWI6-6MYC::LEU2) was obtained by amplifying the pRS305m plasmid containing
a Mycg epitope [30] with primers 5-CTGACGAAATGCAAGATTTTTTAAAAAAGCATG
CTTCAGCTATGGAGCAAAAGCTCATTTCTG-3' and 5'-CAAATAAAGTCATAAAAGTT
AATGCAATGAAATCACATGCCCTTTTTAAGCAAGGATTTTC-3' (regions homologous
to the SWI6 sequence are underlined) and integrating the PCR product into the SWI6 lo-
cus. To obtain BY4741-T (BY4741 isogenic trpl1A::NatMX6), the disruption cassette amplified
with the primers 5-GCACGTGAGTATACGTGATTAAGCACACAAAGGCAGCTTGG
CGTACGCTGCAGGTCGAC-3' and 5'-CAATACTTAAATAAATACTACTCAGTAATAAC
CTATTTCTTAGCATCGATGAATTCGAGCTCG-3' (regions homologous to TRP1 are un-
derlined) was integrated into the TRP1 locus.

For the experiments with different yeast species, the wild-type strains used were Sac-
charomyces cerevisiae BY4741, Pichia pastoris GS115 (Invitrogen, Waltham, MA, USA), Pichia
anomala 1026, Kluyveromyces lactis 1049, Hansenula mrakii K9, Candida glabrata ATCC 2001
CBS138, Meyerozyma guilliermondii TP11010 CNM-CL9533, Candida albicans 4482A, and Can-
dida tropicalis 4458 CNM-CL9537. Strains were kindly provided by Ana Alastruey-Izquierdo
from the Instituto de Salud Carlos III, Spain (CNM-strains) and by Elvira Marin (Departa-
mento de Microbiologia y Parasitologia, Universidad Complutense de Madrid, Spain).

The plasmids used in this work were pRS316 [31], pRS316-SLT2 [32], p2313 (YEp351-SLT2-
FLAG) [33], pVD67 (pGRU2-PKC1-GFP) [34], pRS314 [31], pRS314-RLM1-HA, pRS314-rlm1-
3m-HA, pRS314-rim1-L324A / V326 A-HA, pRS314-rim1-10m-HA [27,35], pMLP1-LacZ [36], and
YEplacl112-Ilv6-mCherry [37].

2.2. Culture Conditions

Depending on the experimental approaches used, yeast cells were grown on YPD (2%
glucose, 2% peptone, and 1% yeast extract) or SD medium (a 0.17% yeast nitrogen base,
0.5% ammonium sulfate, and 2% glucose) supplemented with the required amino acids,
either broth or agar. For routine cultures, yeast cells were grown overnight at 24 or 30 °C on
YPD or SD medium. The cultures were refreshed to an ODgq of 0.3 and grown on YPD for
2 h at the same temperature to allow cells to enter into the exponential phase. For further
experiments, the cultures were either grown under the same conditions (the untreated
samples) or supplemented with the corresponding compound. The compounds tested were
clotrimazole, ketoconazole, itraconazole, fluconazole, chlorpromazine, N-acetylcysteine
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), and Congo red (Merck, Darmstadt, Germany).
Cells were collected at the indicated times and processed as mentioned in the following
assays. For the experiments with different yeast species, YPD was supplemented with 1 M
MES buffer.

2.3. Multi-Well-Plate Sensitivity Assay

Yeast cells from an overnight culture were diluted to a final ODggg of 0.005 and cultured
at 30 °C in multi-well plates containing YPD with serial dilutions of the azoles clotrimazole,
ketoconazole, itraconazole, and fluconazole at concentrations from 0.0976 to 100 pg/mL, as
well as a control without compound. Growth was determined as ODsg5 after 24 h of static
incubation using a microplate reader (Bio rad 680; Bio rad, Hercules, CA, USA).
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2.4. Yeast Drop Dilution Growth Assays

Growth assays on solid media were performed by culturing cells in YPD to an ODgq of
0.5 and spotting samples (5 nL) of 10-fold dilutions of the cell suspensions onto the surface
of YPD plates, followed by incubation at 30 °C for 72 h. YPD plates were supplemented
with 1 pg/mL of clotrimazole, 30 pg/mL of Congo red, 20 mM of N-acetylcysteine, or 1 M
of sorbitol (PanReac AppliChem ITW Reagents, Barcelona, Spain) when indicated.

2.5. Preparation of Yeast Extracts and Immunoblotting Analysis

The preparation of yeast extracts from routine cultures, fractionation by SDS-PAGE,
and transfer to nitrocellulose membranes were described previously [38]. When indicated,
staining of membranes with 0.5% Ponceau in 5% acetic acid was performed. Rabbit mon-
oclonal anti-phospho-p44/42 (Erk1/2, Thr202/Tyr204, #4370; Cell Signaling; Danvers,
MA, USA), rabbit monoclonal anti-phospho-p38 (Thr180/Tyr182, #9215; Cell Signaling),
mouse monoclonal anti-Mpk1 (E-9; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), rabbit
polyclonal anti-Hog1 (y215; Santa Cruz), mouse monoclonal anti-Myc clone 4A6 (Milli-
pore, Burlington, MA, USA), mouse monoclonal anti-HA (12CAS5, Sigma-Aldrich,), and
rabbit polyclonal anti-G6PDH (Sigma-Aldrich) antibodies were used to recognize dually
phosphorylated Slt2, Kss1, and Fus3; dually phosphorylated Hog1; Slt2; Hogl; Myc-tagged
proteins; HA-tagged proteins; and G6PDH, respectively. Detection of Glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PDH) encoded by the gene ZWF1 was used as a loading control. The
primary antibodies were detected using a fluorescence-conjugated secondary antibody
with an Odyssey Infrared Imaging System (Li-Cor Biosciences; Lincoln, NE, USA).

2.6. Alkaline Phosphatase Assay

Collected cells were resuspended in cold lysis buffer (50 mM TrisHCI at pH 7.5,
150 mM NaCl, 50 mM NaF, 5 mM sodium pyrophosphate, 50 mM -glycerol-phosphate,
0.1% NP 40, and 10% glycerol) supplemented with 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF) and a protease inhibitors mixture (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Cells
were lysed using glass beads, and the protein concentration of the extracts was measured
at 280 nm and normalized with lysis buffer. For immunoprecipitation, 200 puL of extracts
were incubated with 40 pL of FLAG-Sepharose beads (Sigma-Aldrich) overnight at 4 °C.
Beads were extensively washed with alkaline phosphatase buffer (50 mM Tris-HCI at pH
7.5, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl,, and 1 mM DTT, adjusted to a pH of 7.9) and finally
resuspended with 400 uL of the same buffer. When indicated, 15 puL of alkaline phosphatase
from calf intestine (ALP) or 40 pL of 100 mM sodium orthovanadate (NazVOy), as a phos-
phatase inhibitor, to a final concentration of 10 mM were added. Samples were incubated
at 37 °C for 1 h and centrifugated at 3000 rpm for 1 min. We added 2x SDS loading buffer.
Proteins were boiled for 5 min and then analyzed by SDS-PAGE and immunoblotting.

2.7. Microscopy Techniques

For mCherry in vivo fluorescence microscopy, yeast transformants were cultured
as usual and cells were collected by centrifugation of 1 mL of culture at 2500 rpm. For
actin staining, cells were cultured as usual, fixed with p-formaldehyde, and stained with
rhodamine—phalloidin as described previously [39]. Samples were prepared for visual-
ization and the microscope used was an Eclipse TE2000U (Nikon, Tokyo, Japan) with
the appropriate sets of filters. Digital images were acquired with an Orca C4742-95-12ER
charge-coupled device camera (Hamamatsu, Hamamatsu city, Japan) and processed with
HClImage software (Hamamatsu).

2.8. Quantitative RT-PCR Assays

RNA isolation and purification from yeast cells were conducted using the NucleoSpin
RNA Mini kit for RNA purification (Macherey-Nagel, Diiren, Germany), following the
manufacturer’s instructions. Real-time quantitative PCR (RT-qPCR) assays were performed
as previously detailed [40]. For quantification, the abundance of each gene was determined
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relative to the standard transcript of ACT1, and the final data of relative gene expression
were calculated following the 2-28ACt method [41]. Primers were kindly provided by Dr.
Javier Arroyo.

2.9. Flow Cytometry Evaluation of Oxidative Damage

For the detection of oxygen free radicals (ROS) and variations in the mitochondrial
membrane potential, yeast cells were grown on YPD and cultured as usual, and 2.5 ug/mL
of dihydroethidium (DHE) or 5 pg/mL of rhodamine 123, respectively, were added to 1 mL
of each sample and incubated at 24 °C for 5 and 30 min. Then, samples were diluted 1:10
in PBS and analyzed on a FACScalibur flow cytometer (Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, USA). Data were analyzed with Flow]Jo software (Becton Dickinson).

3. Results
3.1. Clotrimazole Activates the CWI and HOG Pathways and Attenuates the Mating Pathway

To test the changes in yeast MAPK circuitry imposed by antifungal azoles, we began
by analyzing the sensitivity of the reference S. cerevisine wild-type strain (BY4741) to four
clinically relevant azoles: two imidazoles, clotrimazole (CLT) and ketoconazole (KTC); and
two triazoles, itraconazole (ITC) and fluconazole (FLC). As observed in Figure 1A, CLT
was the most potent azole, exhibiting inhibitory concentrations eight-fold lower than the
rest of the azoles, with the sensitivity to FLC being the lowest.

We thus analyzed the impact of treating exponentially growing yeast cells with an in-
hibitory CLT concentration of 50 pug/mL and a comparable eight-fold-higher concentration
of KTC, ITC, and FLC at two different time points on MAPK phosphorylation (Figure 1B).
Treatment with both imidazoles, CLT and KTC, led to the activation of the MAPKs Hog1l
and SIt2 of the HOG and CWI pathways by dual phosphorylation, respectively, after a
short exposure of 30 min. Interestingly, at a longer exposure time of 240 min, in addition
to the increase in SIt2 phosphorylation levels, a slower phospho-Slt2 migrating band was
apparent after treatment with either CLT or KTC. The phosphorylated SIt2 form that ran
with low mobility is hereafter called lowphospho-Slt2 (LP-Slt2), in contrast with the canon-
ical phospho-Slt2 (P-Slt2). The stimulation of yeast cells with either of these two imidazole
drugs induced a reduction in the basal phosphorylation levels of the MAPKs from the
pheromone response pathway Fus3 and Kss1. After the longest exposure time, triazoles
prompted some activation of Slt2, but neither the appearance of the LP-SIt2 form, nor the
activation of Hogl, nor a reduction in Fus3 and Kss1 phosphorylation occurred. All these
results indicate that imidazoles, but not triazoles, elicit specific and profound changes in
yeast-MAPK-mediated signal transduction. Since CLT imposed the most severe changes in
MAPK phosphorylation, we decided to focus on the effect of this imidazole on signaling in
yeast cells.

We first identified the HOG pathway branch that senses and transmits the stimulus
in response to CLT. In contrast to Shol, removal of Sskl impaired signaling to Hogl
(Figure 1C), indicating that CLT is detected and transmitted through the branch of the
HOG pathway in which the SIn1-Ypd1-Sskl phospho-relay system operates. We also
explored the crosstalk between HOG and other MAPK pathways, as the HOG pathway
regulates signaling through the CWI and mating pathways under some stimuli [29,42,43].
Lack of this MAPK caused only a slight reduction in Slt2 phosphorylation at 30 min without
interfering with the appearance of the LP-Slt2 form, indicating that Slt2 activation does not
depend on this crosstalk mechanism (Figure 1D). In contrast, CLT-imposed Fus3 and Kss1
dephosphorylation disappeared at 30 min and was partially impaired at 240 min in the
absence of Hog1, suggesting that Hogl modulates signaling through the mating pathway
in response to this azole.

The importance of the essential components for signaling through the HOG and CWI
MAPK pathways for resistance to CLT was also analyzed. As observed in Figure 1E, hog1A
and pbs2A mutants exhibited a slight sensitivity to CLT, whereas slt2A and bck1A mutants
displayed a significantly higher sensitivity to the antifungal drug. In contrast, only the CWI
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pathway kinases proved to be necessary for cells to grow under the cell-wall-altering agent
Congo red (CR). These results confirm the relevance of these pathways for responding to

this azole.
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Figure 1. Impact of azole treatment on S. cerevisine MAPK signaling. (A) Multi-well-plate sensitivity assay of the BY4741
strain for the indicated concentrations of clotrimazole (CLT), ketoconazole (KTC), itraconazole (ITC), and fluconazole (FLC).
Cells were cultured at 30 °C for 24 h and the optical density at 595 nm (ODsg5) was measured. Data are presented as the
mean of three independent experiments. Error bars indicate standard deviation. (B) Western blotting analysis of extracts of
BY4741 cells treated with 50 pg/mL of CLT; 400 pug/mL of KTC, ITC, and FLC; or without any azole (-) for the indicated
times at 24 °C. Dually phosphorylated Hogl was detected with anti-phospho-p38; dually phosphorylated Slt2, Kss1, and
Fus3 were detected with anti-phospho-p44/42; and G6PDH, encoded by the gene ZWF1 (as the loading control), with
anti-G6PDH. (C,D) Western blotting analysis of cell extracts of BY4741 (WT) and the indicated isogenic mutant strains. Cells
were cultured without (-) or with 50 pg/mL of CLT for 30 min (C) or 30 and 240 min (D) at 24 °C. Dually phosphorylated
MAPKSs and G6PDH were detected as described in (B). Representative blots from three independent experiments are shown.
(E) Drop dilution growth assay of BY4741 (WT) and the indicated isogenic mutant strains. Ten-fold serial dilutions of cell
suspensions were spotted onto YPD plates in the absence (no stress) or presence of 1 ug/mL of CLT or 30 pg/mL of Congo
red (CR) and incubated at 30 °C for 72 h. A representative assay from three independent experiments is shown.

3.2. Clotrimazole Induces a Phosphorylation-Dependent Mobility Shift in Sit2

To further investigate the effect of CLT on MAPK signaling, we compared Slt2, Fus3,
and Kssl phosphorylation under CLT and CR treatment in an s/t2A strain transformed
with either a centromeric plasmid carrying the SLT2 gene or the corresponding empty
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vector (Figure 2A). Whereas CLT led to the appearance of LP-SIt2 and stronger Slt2 phos-
phorylation than CR, neither the absence nor the presence of this MAPK had an impact
on reducing the amount of phosphorylated Fus3 and Kss1 upon treatment with this azole.
Interestingly, the use of anti-Slt2 antibodies showed that a significant proportion of the
overall amount of Slt2 within the cell experienced the SDS-PAGE mobility shift.
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Figure 2. Characterization of Slt2 phosphorylation and LP-SIt2 emergence upon clotrimazole treat-
ment. (A) Western blotting analysis of extracts of BY4741 slt2A cells transformed with either the
empty vector pRS316 or pRS316-SLT2 and cultured with 50 pg/mL of CLT, 30 pg/mL of CR, or
without treatment (—) for 4 h at 24 °C. Dually phosphorylated Slt2, Kss1, and Fus3; Slt2 protein; and
G6PDH (as a loading control) were detected with anti-phospho-p44/42, anti-Mpk1, and anti-G6PDH,
respectively. (B) Western blotting analysis of extracts of BY4741 cells treated with increasing concen-
trations of CLT for 4 h (upper panel) and with 50 ug/mL of CLT for different times (lower panel)
at 24 °C. Dually phosphorylated Slt2 and G6PDH were detected as described in (A). (C) Alkaline
phosphatase assay of BY4741 slt2A cells transformed with p2313 plasmid (SIt2-FLAG) and cultured
with (+) or without (—) 50 ug/mL of CLT for 4 h at 24 °C. Immunoprecipitated SIt2-FLAG with anti-
FLAG antibodies (pull-down) was treated with (+) or without (—) alkaline phosphatase (ALP) from
calf intestine in the absence (—) or presence (+) of sodium orthovanadate (NazVO;), a phosphatase
inhibitor. Cell extracts (input) were also analyzed. SIt2-FLAG was detected with anti-Mpk1 antibody.
PM corresponds to the lane loaded with the molecular weight protein marker. Representative blots
from three (A,B) and two (C) independent experiments are shown.
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Having found that Slt2 shifted upward when cells were treated with imidazoles, we
next sought to determine the dose-dependence and kinetics of this SIt2 modification upon
CLT treatment. As shown in Figure 2B, Slt2 activation was dependent on CLT concentration
and exposure time. Thus, treatment with CLT concentrations higher than 10 ug/mL and
exposure times longer than 30 min resulted in a strong and progressive increase in both
SlIt2 phosphorylation and LP-SIt2 levels.

To gain insight into the origin of this LP-SIt2 emergence with CLT treatment, we
assessed whether it can be promoted by phosphorylation events. Therefore, we analyzed
the effect of phosphatase treatment on SIt2 electrophoretic mobility (Figure 2C). The re-
moval of phosphates from SIt2 purified from CLT-treated cells led to the disappearance
of the low-mobility form, suggesting that SIt2 can be phosphorylated in one or more sites
additional to the conserved T and Y at the activation loop in response to CLT stimulation.

3.3. Pkcl Is Not Critical for Clotrimazole-Induced Signal Transduction through the CWI Pathway

To characterize how the CWI pathway senses the stimulus and transmits the signal
when cells are exposed to CLT, we studied the contribution of different components of this
pathway. CR-treated cells were analyzed in parallel, since the proteins involved in signal
transduction for this stimulus are well-known [44,45].

As observed for CR, CLT-induced Slt2 phosphorylation was abolished in the absence
of both Mkk1 and Mkk?2 or Bck1, indicating the essential role of protein kinases from the
MAPK module in conveying signaling through the pathway (Figure 3A,B). As expected [46],
Mkk1 played a central role in phosphorylating Slt2, but the low level of phosphorylated
Slt2 observed in the mkk1A mutant was also accompanied by the appearance of a slow
migrating band. This result reflects that this additional post-translational modification
does not depend on the level of SIt2 activation.

Strikingly, and in contrast to what occurs with other CWI pathway stimuli such as
CR, Pkcl proved to be dispensable for CLT-induced SIt2 phosphorylation. As observed
in Figure 3C, signaling through the CWI pathway in response to CLT was possible in
the absence of Pkcl, leading to an increase in SIt2 phosphorylation, although P-SIt2 and
LP-Slt2 levels were lower than in the wild-type strain. Therefore, when pkcIA cells were
transformed with a plasmid bearing Pkc1-GFP, the phosphorylation levels of Slt2 increased
in CLT-treated cells and CR-induced activation of SIt2 was restored (Figure 3D). Drop
growth assays in the presence of sorbitol were also performed (Figure 3E). The pkc1A
mutant, in contrast to the slt2A one, was sensitive to CLT even in the presence of an osmotic
stabilizer, suggesting a role for Pkcl in cell defense against this antifungal, in addition to
its role in CWI pathway signal transmission. As this was the first time that Pkcl did not
seem to be essential for CWI pathway signaling, we wanted to confirm these results. We
thus performed the same experiments mentioned above using a pkc1A mutant derived
from another yeast strain with a different genetic background and observed similar results
(Figure S1).

To further ascertain the specificity of these observations for CLT treatment and not for
other stimuli of the pathway, we also analyzed the activation of Slt2 in the pkc1A mutant in
response to caffeine, zymolyase, and tunicamycin. As shown in Figure 3F, none of these
stimuli led to SIt2 activation in the absence of Pkcl, whereas CLT clearly prompted SIt2
phosphorylation to some extent. Altogether, these results show that, although Pkcl seems
to be important for the cell to respond to and survive CLT stress, an alternative route
independent of Pkcl is also capable of activating the MAPK module of the CWI pathway
in response to this azole.
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Figure 3. Involvement of protein kinases operating at the CWI pathway in clotrimazole-induced signaling to Slt2. (A-C)
Western blotting analysis of extracts of BY4741 (WT) and the indicated isogenic mutant strains. Cells were cultured without
stimulus (-), with 50 ug/mL of CLT, or with 30 ug/mL of CR for 4 h at 24 °C. Dually phosphorylated SIt2, Slt2 protein,
and G6PDH (as a loading control) were detected with anti-phospho-p44/42, anti-Mpk1, and anti-G6PDH, respectively.
(D) Western blotting analysis of pkcIA cells transformed with either the empty vector pRS316 or with pVD67 (Pkcl-GFP).
Cells were cultured and proteins were detected as described in (A-C). (E) Sensitivity of BY4741 (WT) and the indicated
mutant strains to CLT and CR per drop dilution growth assay. Ten-fold serial dilutions of cell suspensions were spotted
onto YPD plates supplemented with 1 M sorbitol in the absence (no stress) or presence of 1 ug/mL of CLT or 30 ug/mL of
CR, and incubated at 30 °C for 72 h. A representative assay from three independent experiments is shown. (F) Western
blotting analysis of extracts of BY4741 (WT) and its isogenic pkc1A strain. Cells were cultured without stimulus (-), with
50 pg/mL of CLT, 8 mM of caffeine (Caf), 0.4 U/mL of zymolyase (Zym), or 5 ug/mL of tunicamycin (Tuni) for 2 h at 24 °C.
Proteins were detected as described in (A-C). Representative blots from two independent experiments are shown.

3.4. The Mechanosensor Wscl Is Involved in CWI Signaling Induced by Clotrimazole

Since Pkcl is not essential for CLT-induced SIt2 activation, we analyzed the importance
of the CWI pathway components upstream of Pkc1 for signal transmission. Removal of
any of the Rhol GEFs, namely Rom1, Rom2, or Tus1, neither prevented Slt2 activation
nor Slt2 band shift (Figure 4A). Notably, the effect of ROM2 deletion on CR-induced SIt2
activation is in sharp contrast to that of CLT-induced SIt2 activation. Since Rom?2 is likely
the main GEF for Rhol activation after cell-wall damage [45], this shows that CLT does not
impact yeast cells as a typical cell-wall-stress stimulus.
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Figure 4. Involvement of components upstream of Pkcl in clotrimazole-triggered signaling through
the CWI pathway. (A,B) Western blotting analysis of extracts of BY4741 (WT) and the indicated
isogenic mutant strains. Cells were cultured without stimulus (-), with 50 ug/mL of CLT, or with
30 pg/mL of CR for 4 h at 24 °C. Dually phosphorylated Slt2, SIt2 protein, and G6PDH (as a
loading control) were detected with anti-phospho-p44/42, anti-Mpk1, and anti-G6PDH, respectively.
Representative blots from three independent experiments are shown.

The analysis of cells lacking each of the three main cell-wall-stress sensors (Wscl,
Mid2, and Mtl1) revealed that unlike the observation for Mid2 and Mtl1, the lack of Wscl
considerably reduced SIt2 activation (Figure 4B), but without completely compromising
MAPK activation. These results indicate an active but partial role of this mechanosensor in
the response to CLT.

3.5. The Transcriptional RIm1-Driven CWI Pathway Response to Clotrimazole Is Weak

To explore the transcriptional response to CLT driven by the CWI pathway, we studied
the involvement of the principal transcription factors activated by Slt2, namely Rlm1 and
the SBF complex (composed of Swi4 and Swi6 proteins). First, we analyzed the sensitivity
of the mutants rlml1A, swi4A, and swibA to CLT (Figure 5A). As in the case of CR, cells
deficient in Swi4 and Swi6 showed a high sensitivity to the azole, similar to that observed
for slt2A cells, whereas the lack of RIm1 did not seem to severely impact CLT sensitivity.

As shown in Figure 5B, both RIm1 and Swi6 experienced Slt2-dependent phosphory-
lation after CLT exposure, which was detectable by a characteristic SDS-PAGE mobility
shift [47,48]. Intriguingly, whereas the CLT-induced mobility shift in Swi6 followed the
same pattern as that generated by CR, RIm1 forms of slower mobility than those observed
in the presence of CR appeared when cells were treated with this azole. This result sug-
gests that under CLT treatment, RIm1 is likely phosphorylated at sites additional to those
targeted by other stimuli of the pathway. Moreover, this additional modification is de-
pendent on the presence of Slt2 (Figure 5C). We thus used Rlm1 mutants in three and
ten potential targets of Slt2-phosphorylation (RIm1-3m-HA and RIm1-10m-HA), which
were previously described to be important for full RIm1 activation [27], and analyzed
their mobility shift after CLT treatment (Figure 5D). Both RIm1 mutant versions migrated
faster than the wild-type form, indicating that these phosphorylation sites are involved in
a CLT-dependent mobility pattern. An RIm1 version unable to interact with SIt2 (RIm1-
L3124AV326A-HA) [35] showed an even more reduced CLT-induced mobility shift. Note
that the mobility shift was not completely abolished in either the RIm1-10m-HA version or
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the RIm1-L3124AV326A-HA version, again suggesting the presence of post-translational
modifications in other residues apart from those already known for this transcription factor.
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Figure 5. Analysis of the role of transcription factors Rlm1 and SBF in the clotrimazole response. (A) Drop dilution growth
assay of BY4741 (WT) and the indicated isogenic mutant strains. Ten-fold serial dilutions of cell suspensions were spotted
onto YPD plates in the absence (no stress) or presence of 1 ug/mL of CLT or 30 ug/mL of CR and incubated at 30 °C for
72 h. A representative assay from three independent experiments is shown. (B,C) Western blotting analysis of the extracts
of WI-RLM1Myc, WT-SWI6Myc, and slt2A-RLM1Myc cells after treatment with 50 ng/mL of CLT, 30 pg/mL of CR, or
without treatment (-) for 4 h at 24 °C. RIm1-myc and Swi6-myc, dually phosphorylated Slt2, and G6PDH (as a loading
control) were detected with anti-myc, anti-phospho-p44/42, and anti-G6PDH, respectively. (D) Western blotting analysis
of extracts of the rlm1A mutant strain transformed with the pRS314 plasmid bearing the indicated versions of RIm1-HA.
Cells were cultured without stimulus (-) or with 50 pug/mL of CLT for 4 h at 24 °C. RIm1-HA was detected with anti-HA
antibody and dually phosphorylated Slt2 and G6PDH were detected as described in (A). Representative blots from two
independent experiments are shown. (E) Transcriptional expression of MLP1, CRG1, PIR3, and SRL3 was analyzed by
RT-qPCR in BY4741 WT and isogenic slt2A strains after treatment with 50 pg/mL of CLT, 30 ug/mL of CR, or in basal
conditions for 4 h at 24 °C. Values represent the expression ratio between treated and non-treated cells. Data correspond to
the mean and standard deviation of three independent experiments. Student’s t-test was calculated between the WT and
slt2A strains. * p-value < 0.05; ** p-value < 0.01.

Surprisingly, when the expression of different RlIm1-dependent genes (MLP1, CRGI,
PIR3, and SRL3) was analyzed by RT-qPCR (Figure 5E), the relative mRNA levels were
notably lower in cells treated with CLT compared with those stimulated with CR, indicating
that the observed additional phosphorylation of RIm1 does not result in higher activity of
this transcription factor. Nevertheless, while CLT-induced gene expression occurred at a
low level, it showed a statistically significant reduction in the absence of Slt2, reflecting that
this response is fully dependent on the CWI MAPK. To determine whether that induction
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was sufficient to generate a response of the pathway in cells exposed to this azole, we
performed a sensitivity assay of cells bearing the MLPI-mediated positive feedback circuit
called Integrity Pathway Activation Circuit (IPAC), which amplifies the signal and renders
cells hypersensitive to CWI activators [29]. As confirmed in Figure S2, cells carrying
the IPAC were considerably more sensitive to CLT than those without the circuit. This
indicated that the minimal induction of the RIm1-dependent MLP1 promoter was sufficient
to activate the circuitry and amplify the CLT-induced signal.

3.6. Oxidative Stress Is Necessary for SIt2 Activation by Clotrimazole

Since some azoles induce the accumulation of reactive oxygen species (ROS) in fungal
cells [19,20], we studied whether CLT would induce oxidative stress and, if so, whether
the produced ROS are responsible for CWI pathway activation and LP-SIt2 formation.
To this end, we measured the mitochondrial membrane potential and ROS generation
following CLT treatment by flow cytometry using the fluorescent dyes rhodamine 123 and
dihydroethidium (DHE), respectively [49,50]. As a positive control, we treated cells with
H;,0;, a strong inducer of hydroxyl radical formation. After 4 h, we found that both CLT
and H,O; led to a significant increase in the fluorescence signal with both dyes (Figure 6A),
confirming that CLT induces the formation of ROS and the alteration of mitochondrial
activity. Furthermore, under CLT-treatment conditions, the mitochondrial morphology
was clearly affected (Figure 6B). The branched tubular structure found in normal cells
disappeared and deformed structures emerged, as revealed by analyzing the localization
of the mitochondrial protein Ilv6 tagged with mCherry used as a mitochondrial marker.

To associate oxidative stress with CWI signaling following CLT stimulation, we used
the antioxidant N-acetylcysteine (NAC). As shown in Figure 6C, the sensitivity of the s/t2A
mutant to CLT was suppressed by NAC addition to the medium, suggesting that oxidative
stress may be responsible for CWI pathway activation by CLT. The sensitivity to CLT
displayed by cells deficient in antioxidant systems such as superoxide dismutase (Sod1)
or catalase (Cttl) was also eliminated by NAC, further supporting the oxidative effect of
CLT and the utility of NAC in preventing it. The growth of all these deletion mutants was
slightly higher than that of the WT strain onto CLT+NAC plates (Figure 6C), suggesting that
these mutant strains might have some additional compensatory mechanisms to promote
growth under oxidative stress that keep operating when this stress disappears. Additionally,
we found that simultaneously exposing exponentially growing yeast cells to NAC and CLT
significantly reduced SIt2 activation and eliminated the characteristic CLT-induced SIt2
shift (Figure 6D). The reductions in P-Kss1 and P-Fus3 basal levels induced by CLT were
also abolished by NAC.

As we have observed for CLT, chlorpromazine (CPZ) has been reported to alter the
plasma membrane, induce ROS production, and activate the yeast CWI pathway [51,52].
Therefore, we analyzed whether CPZ has a similar impact on yeast MAPK signaling to that
of CLT. As shown in Figure 6D, this agent also provoked the appearance of LP-Slt2 and
the reductions in P-Kss1 and P-Fus3 levels. Moreover, both effects were prevented by the
addition of NAC. Hog1l phosphorylation was also induced by CPZ, and NAC hindered
both the CPZ- and CLT-induced Hogl activation (Figure 6E). These results suggest that the
alteration in the plasma membrane together with the oxidative damage generated by any
of these two compounds trigger this characteristic MAPK signaling response, not observed
for other stimuli.
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Figure 6. Effect of clotrimazole on mitochondrial morphology and oxidative stress: impact on MAPK phosphorylation.
(A) Flow cytometry assay of the BY4741 strain after treatment with 50 ug/mL of CLT, 10 mM of H,O,, or basal conditions
(no stress) for 4 h. Graphs represent the percentage of positive cells detected with flow cytometry that express a fluorescence
signal for rhodamine 123 or dihydroethidium (DHE) fluorochromes. Data are presented as the mean of three independent
experiments, and error bars indicate the standard deviation. Histograms from a representative experiment are shown.
Student’s t-test was calculated between treated (CLT or HyO,) and non-treated (no stress) cells. p-value of < 0.05 (*),
< 0.01 (**), or < 0.001(***). (B) Mitochondrial morphology alteration upon CLT treatment. Fluorescence and DIC microscopy
images of BY4741-T cells transformed with YEplac112-Ilv6-mCherry plasmid after treatment with 50 pg/mL of CLT or
in basal conditions (no stress) for 4 h. Representative photographs from two independent experiments are shown. Scale
bar =5 pm. (C) Sensitivity of BY4741 (WT) and the indicated isogenic mutant strains to CLT per a drop dilution growth
assay. Ten-fold serial dilutions of cell suspensions were spotted onto YPD plates in the absence (no stress) or presence
of 1 pg/mL of CLT and incubated at 30 °C for 72 h. Plates were supplemented with 20 mM of N-acetylcysteine (NAC)
when indicated. A representative assay from three independent experiments is shown. (D,E) Western blotting analysis
of the extracts of BY4741 cells treated with 50 pg/mL of CLT or 250 uM of chlorpromazine (CPZ) in combination with
20 mM of NAC, when indicated. Cells were cultured for 4 h (D) or 30 min (E) at 24 °C. Dually phosphorylated SIt2, Kss1,
and Fus3; Slt2 protein; dually phosphorylated Hogl; Hog1 protein; and G6PDH (as a loading control) were detected with
anti-phospho-p44/42, anti-Mpk1, anti-phospho-p38, anti-Hog1, and anti-G6PDH, respectively. Representative blots from
three (D) and two (E) independent experiments are shown.
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3.7. Tpk3-Mediated PKA Activity Modulates SIt2 Phosphorylation in Response to Clotrimazole

A strong correlation exists between ROS levels and the state of the actin cytoskeleton
in yeast [53]. Additionally, miconazole was shown to induce yeast actin aggregation,
which precedes ROS accumulation [54]. CLT-treated cells also displayed aberrant actin
aggregates, as revealed by the actin dye rhodamine-phalloidin (Figure 7A), suggesting
that actin alteration can contribute to CWI pathway activation.
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Figure 7. Involvement of the PKA kinase activity in clotrimazole-induced ROS production and Slt2 phosphorylation.
(A) Rhodamine-phalloidin-based actin staining of BY4741 cells treated with 50 pg/mL of CLT or in basal conditions
(no stress) for 4 h. Representative fluorescence and DIC photographs from three independent experiments are shown.
Scale bar = 5 um. (B) Western blotting analysis of the BY4741 (WT) strain and the indicated isogenic mutants. Cells were
cultured without stimulus (-) or with 50 ug/mL of CLT for 4 h at 24 °C. Dually phosphorylated SIt2 and G6PDH (as a
loading control) were detected with anti-phospho-p44/42 and anti-G6PDH, respectively. A representative blot from two
independent experiments is shown. (C) Flow cytometry assay of the BY4741 (WT) strain and the isogenic fpk3A and byc1A
mutants. Cells were either left untreated (no stress) or treated with 50 ug/mL of CLT for 4 h at 24 °C. Graphs represent
the percentage of positive cells detected with flow cytometry that express a fluorescence signal for rhodamine 123 or
dihydroethidium (DHE) fluorochromes. Data are presented as the mean of three independent experiments. Error bars
indicate the standard deviation. Student’s t-test was calculated between the WT and mutant strains. * p-value < 0.05. (D)
Western blotting analysis of the same samples as in (C). Proteins were detected as in (B). Asterisks in the lower panel
showing G6PDH levels indicate bands that correspond to P-SIt2 and LP-SIt2. (E) Sensitivity of BY4741 slt2A and the same
strains as in (B,D) to CLT and CR per the drop dilution growth assay. Ten-fold serial dilutions of cell suspensions were
spotted onto YPD plates in the absence (no stress) or presence of 1 ug/mL of CLT or 30 ug/mL of CR and incubated at 30
°C for 72 h. A representative assay from two independent experiments is shown.
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Since actin aggregation was linked to Ras/PKA signaling [55], and the Ras/PKA
pathway was related to the induction of mitochondrial ROS in response to distinct anti-
fungal drug treatments [56], we next analyzed the involvement of this signaling pathway
in Slt2 activation by CLT. First, we assessed the possible implication of each of the three
PKA catalytic subunits, Tpkl, Tpk2, and Tpk3, on CWI signaling, as each of them can
play specific functional roles [57,58]. As shown in Figure 7B, Tpk3 seemed to be partially
involved in LP-SIt2 formation in response to CLT. Next, we measured the ROS levels and
mitochondrial membrane potential of tpk3A cells in parallel to cells deficient in Beyl, the
negative regulatory subunit of the PKA kinase (Figure 7C). Compared with wild-type cells,
the absence of Tpk3 led to a significant reduction in ROS levels, whereas the lack of Bcy1
resulted in even higher ROS generation after CLT exposure, as measured using DHE fluo-
rescent dye. Nevertheless, differences in the mitochondrial membrane potential were not
so remarkable, as monitored using rhodamine 123. When analyzing the same samples with
Western blotting (Figure 7D), a reduction and a rise in LP-SIt2 levels were clearly observed
in tpk3A and beylA mutants, respectively, confirming the relationship between the PKA
pathway, oxidative stress, and the appearance of LP-Slt2 in the presence of CLT. Performing
drop growth assays, we found that deletion of TPK3 resulted in increased sensitivity to CLT
but not to other stimuli of the pathway such as CR, which supports the specific implication
of this PKA subunit in CLT-induced CWI pathway signaling (Figure 7E). Conversely, cells
lacking Bcyl were sensitive to either CLT or CR, which suggested that the lack of this
protein can impair cell growth in any stress condition.

3.8. Conservation of Azole-Induced MAPK Signaling in Saccharomycotina

To investigate whether the MAPK-mediated response to azoles observed in S. cerevisiae
is conserved in other yeast species, we compared the MAPK phosphorylation of distinct
yeast species belonging to the Saccharomycotina subphylum (budding yeasts) in response
to CLT and FLC. Wild-type strains of Saccharomyces cerevisiae, Candida glabrata, Meyerozyma
guilliermondii, Candida albicans, Candida tropicalis, Pichia anomala, Kluyveromyces lactis, Pichia
pastoris, and Hansenula mrakii species were grown in rich medium and treated with FLC
or CLT, and dual phosphorylation of the corresponding Slt2 and Hog1 orthologues was
analyzed at distinct time points by Western blotting using anti-phospho-p44/42 and
anti-phospho-p38 antibodies, respectively, as these antibodies can recognize dually phos-
phorylated MAPKSs at the activation loop from different organisms. As shown in Figure 8,
the phosphorylated forms of Slt2 orthologues were detected with the anti-phospho-p44 /42
antibody in all the yeast species, as the protein bands matched the predicted molecular
weights of the corresponding MAPKs. In general, CLT induced a phosphorylation of
the CWI pathway MAPK, which increased with time, with an activation peak at 30 min
in most species. The exception was the phosphorylated MAPK from M. guilliermondii,
whose levels decreased after CLT treatment. In the case of FLC, Slt2 orthologues were also
phosphorylated, but the highest phosphorylation was generally reached at the longest time
point of 240 min.

The anti-phospho-p38 antibody recognized all Hogl orthologues excepting for P.
anomala, whose extracts showed no signal against this antibody. As with Slt2 orthologues,
CLT induced the highest level of HOG pathway phosphorylation at short time points (5 or
30 min), with the signal decreasing at the longest time point of 240 min. However, in the
cases of C. glabrata and M. guilliermondii, MAPK phosphorylation levels decreased after
CLT treatment. In contrast to CLT, the response to FLC through the HOG pathway was
weak and heterogeneous between species. Despite a CLT-dependent SIt2 mobility shift
seeming to be a feature of S. cerevisiae Slt2, activation of this MAPK upon azole treatment is
conserved in other yeast species. Altogether, these results indicate that the CWI and HOG
pathways respond to azoles in different budding yeasts. Since some of them are of clinical
interest, the implication of these pathways in azole-resistance should be addressed.
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Figure 8. Activation of CWI and HOG pathways by azoles in other yeast species. Western blotting analysis of extracts of
Saccharomyces cerevisiae BY4741, Candida albicans 4482A, Candida glabrata CBS138, Meyerozyma guilliermondii TP11010, Candida
tropicalis 4458, Kluyveromyces lactis 1049, Pichia pastoris GS115, Pichia anomala 1026, and Hansenula mrakii K9 strains. Cells
were cultured with 200 ug/mL of fluconazole (left panels) or with 50 ug/mL of clotrimazole (right panels) for the indicated
times at 30 °C. Dually phosphorylated MAPK homologues of Slt2 and Hogl were detected with anti-phospho-p44/42
and anti-phospho-p38, respectively, and the corresponding bands are indicated by black arrows in the blots. Ponceau
staining was used for the loading control. PM corresponds to the lane loaded with the molecular weight protein marker.
Representative blots from three independent experiments are shown.

4. Discussion

In many aspects, S. cerevisiae has guided our understanding of the eukaryotic cell for
decades, and especially when studying fungal biology. Although it lacks pathogenicity,
this yeast species is considered a useful model system for studying azole susceptibility,
as it provides information on sterol metabolism and cellular signaling [23]. Surprisingly,
although they are the most widely used antifungals, not much is known about the action
of azoles on MAPK signaling in fungi. To gain more insight into the mode of action of
azoles and, in particular, to discover how imidazole antifungals act on fungal MAPK
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pathways, we explored the effect of CLT on S. cerevisiae MAPK circuitries. Our results show
that unlike triazoles, imidazoles trigger profound changes in MAPK signaling, affecting
all four MAPKSs operating in vegetative yeast cells. Whereas MAPKs Hog1 and SIt2 are
activated, signaling through mating MAPKSs Fus3 and Kssl is significantly reduced in a
Hogl-dependent manner following CLT treatment, suggesting that similar mechanisms
known to downregulate the mating pathway by hyperosmotic stress [43] are likely op-
erating under CLT treatment. However, the actual crosstalk mechanisms that regulate
mutual modulation between these two pathways are still poorly understood. Among them,
Hogl-dependent Ste50 phosphorylation was found to negatively regulate signaling toward
Kssl and Fus3 [43,59]. Since CLT activates the SInl branch of the HOG pathway and
Ste50 operates both in the alternative Shol branch and in the mating pathway, this Ste50
negative feedback phosphorylation may be a mechanism prioritizing the most necessary
among pathways sharing components against a condition that threatens survival. The
sensitivity of mutants to CLT with disrupted signaling through the HOG or CWI pathways
revealed the importance of prioritization of these pathways specialized in responding to
stress conditions.

Knowledge is limited of the mode of activation of the HOG pathway by other stressors
distinct from hyper-osmotic shock. As mentioned above, CLT activates the HOG pathway
through stimulation of the SIn1 branch of the pathway. Other stimuli use this branch for
activating Hog1, such as citric acid [60] or acetic acid [61]. Interestingly, sphingolipid or
ergosterol depletion also triggers this pathway [62], and the alteration in the membrane
fluidity during hypoxia, probably through ergosterol deficiency, also leads to Hogl ac-
tivation through the SInl branch [63]. Therefore, the depletion of ergosterol generated
by CLT may account for the observed Hogl activation. However, the treatment of yeast
cells with the triazoles FLC and ITC did not result in Hog1l phosphorylation, suggesting
that other biological effects are also necessary for triggering the HOG pathway. Here, we
showed that oxidative stress underlies CLT-induced Hogl phosphorylation. Accordingly,
FLC was reported to lack significant ROS-inducing capacity in yeast [64], and compounds
that generate oxidative stress, such as hydrogen peroxide [65], also signal to Hog1 through
the SIn1 branch.

The activation of Hogl is important for the subsequent activation of the CWI pathway
in response to some stresses. This is the case with SDS [29] and zymolyase [42] treat-
ments. Zymolyase, a mixture of cell-wall-digesting enzymes, promotes SIt2 activation
partly because of Hogl-driven glycerol accumulation [66]. However, genome-wide ex-
pression studies found no induction of genes coding the prototypical glycerol-producing
proteins GPD1 and GPD? after treatment with antifungals targeting ergosterol biosynthesis,
including clotrimazole [67]. Consistently, we found that Slt2 activation in response to
CLT does not rely on previous Hogl activation, suggesting independence and limited
crosstalk between the HOG and CWI pathways under treatment with imidazoles. The most
remarkable traits in imidazole-induced MAPK signaling are related to the CWI pathway.
Treatment of yeast cells with either clotrimazole or ketoconazole promoted Slt2 MAPK
phosphorylation not only at the TEY activation loop but also at additional sites, producing
an Slt2 form of low electrophoretic mobility (LP-S1t2). Although phosphorylation sites
other than T190 and Y192 were reported [13], no changes in mobility such as that induced
by CLT have been observed to date for Slt2. The strong Slt2-dependent phosphorylation
of RIm1 and Swi6 suggests that LP-SIt2 is fully catalytically active, at least on RIm1 and
Swib. Therefore, the extra phosphorylation on Slt2 does not seem to negatively impact
the activity of MAPK SIt2. Although the effects on the kinase activity and functionality
merit further research, this additional post-translational modification is likely to impose an
additional layer of regulation on SIt2.

Another striking feature of CLT-induced signaling is Pkcl-independent Slt2 activation.
To the best of our knowledge, this is the first stimulus of the CWI pathway for which Pkcl is
not fully required for Slt2 activation, indicating that a novel signaling circuitry is operating
under this stress. Under this condition, none of the Rhol GEFs are necessary for signaling
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through the route, which also suggests the formation of alternative protein complexes.
Nevertheless, the mechanosensor Wscl seems to be at least partially implicated in CLT
sensing and transduction of the signal. We unsuccessfully attempted to find an alternative
protein kinase distinct to Pkcl that is able to activate the SIt2 MAPK module. Therefore,
although the most presumable possibility is a surrogate kinase operating in this non-
canonical Pkcl-independent signaling, other phosphorylation-independent mechanisms
that can enhance signaling through the MAPK module cannot be ruled out. This is another
example of the extraordinary plasticity of MAPK pathways, as recently observed with
RAF-independent ERK phosphorylation in mammalian cells [68]. Although dispensable
for Slt2 activation, we showed that Pkcl is essential for cell viability under CLT stress.
This finding is in line with the increased efficacy of antifungal drugs targeting the cell
membrane, such as fluconazole, following the pharmacological inhibition of PKC [22].
These authors suggested that PKC1 enables tolerance to drugs that affect the cell membrane
via the MAPK cascade, because the lack of MAPK module components results in sensitivity
to these compounds [22]. However, in contrast to the absence of SIt2, we showed that the
lack of Pkcl promotes a non-osmotically remediable CLT sensitivity, indicating additional
functions to the activation of the MAPK cascade for Pkcl in this condition. Several targets,
in addition to the Slt2 MAPK cascade, were already found for Pkcl, as well as roles for this
kinase independent of CWI signaling [69] that can account for this phenotype.

We suggest that imidazole-induced CWI pathway rewiring occurs due to a combi-
nation of membrane alteration and intense oxidant activity. Different evidence supports
this model. First, both FLC and CLT are antifungal agents that target Ergl1, affecting the
ergosterol biosynthesis pathway, as readily observed by their similar chemical-genetic
profiles [70]. However, whereas FLC induces only a limited amount of ROS [64], here, we
showed that CLT, which promotes LP-SIt2 formation, generates a high level of ROS in
yeast, similar to the strong oxidant hydrogen peroxide (H,O;). Second, the antioxidant N-
acetylcysteine eliminates the SIt2 band shift and significantly reduces SIt2 phosphorylation
in response to CLT, indicating the importance of oxidative stress in CWI pathway activation
in response to this imidazole. Notably, oxidative stress generated by other compounds,
such as hydrogen peroxide or diamide, leads to Slt2 phosphorylation, but does not trigger
the phosphorylation pattern observed for CLT (our unpublished results, [71]). Third, CPZ,
one of the most-used antipsychotic and neuroleptic drugs, damages cell membranes and
affects transport activity. CPZ also induces the unfolded protein response and inhibits
protein synthesis [72]. Interestingly, CPZ also induces oxidative stress with high ROS
generation not only in mammalian [73] but also in yeast cells [51], in which it also promotes
an Slt2 phosphorylation pattern similar to CLT, suggesting the involvement of the same
MAPK signaling circuitry. Fourth, the activity of the PKA pathway was linked to mitochon-
drial damage and ROS generation via Tpk3, which is a master regulator of mitochondrial
activity. Cells lacking this catalytic subunit of the PKA show decreased respiratory activity
and mitochondrial content [58]. Actin aggregation induces Ras/cAMP/PKA signaling,
leading to the production of ROS from dysfunctional mitochondria [53,55]. Under this
condition, the deletion of TPK3 is sufficient to prevent the production of ROS [55]. Here,
we showed that Slt2 phosphorylation correlates with PKA activation in response to CLT,
with the PKA catalytic subunit Tpk3 being important for LP-Slt2 formation. Together, it is
thus likely that the actin aggregation promoted by CLT can contribute to PKA-mediated
mitochondprial alteration and ROS production, leading to CWI pathway activation. In this
regard, distinct components of the CWI pathway, including Bck1, Mkk1, and SIt2, were
found to localize to mitochondria under oxidative stress [74]. Moreover, SIt2 is required for
mitophagy [75]. Therefore, it is tempting to speculate that the CWI pathway may sense
oxidative stress at the mitochondria, and thus be involved in their mitophagy. In this
line, it was observed that fungicidal drugs induce the switch from fermentative growth
to ROS-producing mitochondrial respiration [56], and mitophagy is usually induced by
prolonged respiration [76].
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In addition to S. cerevisiae, the sub-phylum Saccharomycotina contains over 1000 other
known species of budding yeasts, with more than 300 with a known genome, including the
opportunistic pathogens Candida albicans and Candida glabrata [77]. Conservation occurs in
many aspects between S. cerevisine and pathogen yeasts, including some canonical drug
resistance mechanisms [78]. Our studies with different budding yeasts of this sub-phylum
highlight the evolutionary conservation of the CWIand HOG pathways as stress-responsive
pathways following azole treatment. Defining the differences and similarities between
S. cerevisine and pathogenic fungi underpinning the response to azoles will enable the
rational design of combination therapies to tackle resistance to these antifungal drugs.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/10
.3390/jof7080647/s1, Figure S1: Analysis of the role of Pkcl in clotrimazole signaling through the
CWI pathway in the CML128 background. Figure S2: Effect of clotrimazole on cells bearing the
Integrity Pathway Activation Circuit (IPAC).
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Abstract

Mitogen-activated protein kinases (MAPKSs) are evolutionarily conserved signaling proteins involved in the regulation of most
eukaryotic cellular processes. They are downstream components of essential signal transduction pathways activated by the
external stimuli, in which the signal is conveyed through phosphorylation cascades. The excellent genetic and biochemical
tractability of simple eukaryotes such as Saccharomyces cerevisiae has significantly contributed to gain fundamental infor-
mation into the physiology of these key proteins. The budding yeast MAPK Sl1t2 was identified 30 years ago and was later
revealed as a fundamental element of the cell wall integrity (CWI) pathway, one of the five MAPK routes of S. cerevisiae.
As occurs with other MAPKSs, whereas Slt2 displays the core typical structural traits of eukaryotic protein kinases, it also
features conserved domains among MAPKSs that allow an exquisite spatio-temporal regulation of their activity and binding
to activating kinases, downregulatory phosphatases, or nuclear transcription factors. Additionally, SIt2 bears a regulatory
extra C-terminal tail unique among S. cerevisiae MAPKs. Here, we review the structural and functional basis for the signal-

ing role of SIt2 in the context of the molecular architecture of this important family of protein kinases.

Keywords Yeast cell wall - CWI pathway - S1t2 - MAPK - Stress response - Phosphorylation

Introduction

Mitogen-activated protein kinases (MAPKSs) are key media-
tors of signal transduction in eukaryotic organisms. They
are the last elements of three-tiered protein kinase modules
that are involved in cell responses to mitogens or different
environmental stresses, which are initially detected by sen-
sors at the cell surface. These signaling pathways, which
take their name from MAPKSs, are evolutionarily conserved
from yeasts to humans and regulate essential processes such
as cell survival, proliferation, and development. Nowadays,
we well know that MAPKs belong to a family of serine/
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threonine protein kinases that share the feature of being acti-
vated by the addition of phosphate groups to both a tyros-
ine and a threonine within their activation loop (Morrison
2012). However, until 1986, none of the members of this
family had been identified yet. The term MAPK was firstly
used to designate a mammalian protein kinase capable of
phosphorylating a microtubule-associated protein (MAP)
upon insulin stimulation (Sturgill and Ray 1986). A later
study found that this protein kinase resulted to be the same
whose phosphorylation was stimulated by several mitogenic
stimuli (Rossomando et al. 1989). This prompted the redes-
ignation of the acronym “MAP” from “microtubule-associ-
ated protein” to “mitogen-activated protein,” which is how
MAPKSs are now known (Avruch 2007). Then, a cDNA that
encoded this previously biochemically characterized MAPK
was cloned and named extracellular signal-regulated kinase
1 (ERK1) (Boulton et al. 1990). In those years, several Sac-
charomyces cerevisiae protein kinases with a remarkable
similarity to mammalian MAPKSs were also identified, Kss1
(Courchesne et al. 1989) and Fus3 (Elion et al. 1990), both
of which regulate the cell response to mating pheromones,
and Slt2, involved in the maintenance of the cell wall integ-
rity (Torres et al. 1991). The analysis of the structural and
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«Fig.1 A Schematic representation of the overall structure and func-
tional domains of the Saccharomyces cerevisiae MAPK Slt2. Sit2
consists of 484 amino acids and presents an N-terminal kinase
domain and a large C-terminal tail. The kinase domain is subdivided
into 12 conserved subdomains that contain the glycine-rich loop (30—
35); the hinge region (109-112); the catalytic loop (151-158); the
activation segment (171-202); the P+ 1 loop (195-202); the MAPK
insert (253-283); and the transcription activation domain (TAD) I
(274-329). The C-terminal tail contains the common docking (CD)
domain (318-332); L16 loop (321-341); aL.16 helix (342-358); TAD
II (347-374); glutamine-rich region (349-375); polyglutamine region
(376-391); and extra C-terminal tail (359-484). The numbers are
those of amino acid residues. Conserved amino acid residues are cir-
cled in red. Phosphorylated amino acid residues are circled in yellow.
B The primary structure of Slt2. The color code is the same as in A.
Conserved residues are in bold red color. P indicates phosphorylation

functional features of these mammalian and yeast proteins
led to consider that they constitute a family of evolutionarily
conserved enzymes involved in regulating the response of
eukaryotic cells to extracellular signals.

Before genetic engineering, classical genetics based on
obtaining mutants and analyzing phenotypes was the best
way to carry out functional studies in yeast. Dozens of
mutants altered in cell division cycle (cdc), mating (sterile),
osmoregulation (osmosensitive), or cell wall integrity (lytic)
were obtained by different groups in the 1970s. Later, com-
plementation and suppression genetic screenings allowed
the isolation of the gene defective in some of these mutants,
leading to the identification not only of the MAPK itself
but of other components of the MAPK-mediated signaling
pathways regulating these yeast processes. Indeed, comple-
mentation of the thermosensitive lytic phenotype of a S. cer-
evisiae lyt mutant (Cabib and Duran 1975) by the SLT2 gene,
which encoded a member of the MAPK family, initiated
the study of the cell wall integrity (CWI) pathway 30 years
ago (Torres et al. 1991). This gene was also isolated as a
dosage-dependent suppressor of the cell lysis defect associ-
ated with the deletion of the BCKI gene, which coded for
the first tier of the CWI MAPK module (the MAPK kinase
kinase), and it was designated MPKI (Lee et al. 1993). In
turn, mutational activation of BCK/ was shown to bypass
the requirement for PKCI (Lee and Levin 1992), placing
the function of Bck1 downstream of Pkcl. Loss of this yeast
homolog of mammalian protein kinase C also resulted in a
cell lysis defect, due to a deficiency in cell wall construction
(Levin and Bartlett-Heubusch 1992). Later, the suppression
of the cell lysis defect of pkcl and bckl mutants by MKK]
and MKK?2 indicated that these two redundant genes encode
the MAPK kinases (MAPKKSs) corresponding to the second
tier of the module (Irie et al. 1993). The small GTPase Rhol
was also reported to be involved in cell wall integrity by
controlling signal transmission through Pkcl (Kamada et al.
1996). Moreover, several surface proteins required for sens-
ing the cell wall stress and transmit the signal via Rho1-Pkcl

to the CWI MAPK module were later identified, namely,
Wsc1/2/3, Mid2, and Mtll (Jacoby et al. 1998; Ketela et al.
1999; Verna et al. 1997). Therefore, in less than 10 years,
the basic structure of the Slt2-mediated CWI pathway was
unveiled, and its role in the stress response that leads to the
maintenance of a stable cell wall was established.

Since then, a huge body of work has uncovered many
aspects of the CWI pathway and, particularly, of SIt2, among
them (i) the mechanisms of activation/inactivation of this
MAPK (Gonzalez-Rubio et al. 2019; Levin 2011); (ii) the
regulation of gene expression for the adaptative response
to cell wall damage, which is mainly mediated through the
transcription factor Rlm1 (Sanz et al. 2017); (iii) the exist-
ence of multiple stimuli, other than cell wall stress, which
trigger SIt2 activation (Jimenez-Gutierrez et al. 2020), such
as heat shock (Kamada et al. 1995), hypotonic shock (Dav-
enport et al. 1995), stationary phase (Torres et al. 2002), oxi-
dative stress (Vilella et al. 2005), genotoxic stress (Queralt
and Igual 2005), or high pH (Serrano et al. 2006); and (iv) its
involvement in diverse cellular processes not related to cell
wall construction, namely, mitophagy and pexophagy (Mao
and Klionsky 2011), or endoplasmic reticulum inheritance
(Du et al. 2006).

In this review, we will focus on the structure of SIt2,
by analyzing the available information about key protein
domains and important residues for the activation, kinase
activity, regulation, protein interaction, and cellular func-
tion of the CWI MAPK. Since domain structures of MAPKs
are evolutionarily conserved in other fungi (Xu et al. 2017),
knowledge accumulated in the S. cerevisiae model can be
applied to SIt2 orthologs of different species.

Look globally: overall structure of Sit2

More than 30 years ago and based on sequence similari-
ties of various dozens of protein kinases, a landmark study
identified several motifs embedded within the catalytic
domain of protein kinases that were classified into twelve
subdomains (I-VIa,VIb-XI) (Hanks et al. 1988). These sub-
domains consisted of regions never interrupted by large
amino acid insertions and containing characteristic patterns
of conserved residues. According to their high conserva-
tion, these residues were supposed to play important roles
in the catalytic activity of the protein kinase. Some years
later, the sequence of SIt2 was also included in what could
be considered a further extension of these studies (Hanks
and Hunter 1995). As depicted in Fig. 1, the SIt2 protein
has 484 amino acids, and its kinase domain, located at the
N-terminal part of the protein, presents the twelve canoni-
cal subdomains of protein kinases (Hanks and Hunter 1995;
Torres et al. 1991). The most characteristic residues and sig-
natures within these subdomains can be readily identified
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in the S1t2 amino acid sequence. Subdomain I contains the
conserved glycine-rich (GXGXXG) ATP-phosphate-binding
loop, which is followed by a conserved valine (V37 in SIt2)
that makes a hydrophobic contact with the adenine of the
ATP. In subdomain II lies an invariant lysine (K54 in SIt2),
which forms a salt bridge with a conserved glutamic acid
(E72 in S1t2) within subdomain III. This salt bridge is neces-
sary for full kinase activity. Subdomain IV does not appear
to be directly involved in catalysis or substrate recognition.
Subdomain V bears the hinge region, which links the N-lobe
and the C-lobe of the kinase domain, and it also includes the
gatekeeper residue (E108 in SIt2). Subdomain VIa appears
to act mainly as a support structure. In subdomain VIb lies
the catalytic loop (HRDLKXXN), in which the aspartic acid
(D153 in Slt2) would play an important role in catalysis.
The activation segment lies in subdomains VII and VIII. It
is the most important regulatory element in protein kinases
because it influences both substrate binding and catalytic
activity. The activation segment of nearly all protein kinases,
including Slt2, begins with DFG and ends with APE. The
glycine within the DFG motif (G173 in S1t2) binds Mg>*
ions, which coordinates the orientation of the a-, p-, and
y-phosphates of ATP. The center of the activation segment is
known as the activation loop, and it contains a phosphorylat-
able tyrosine (Y192 in Slt2) that is two residues downstream
from a phosphorylatable threonine (T190 in S1t2) (Roskoski
2012). In the MAPK family, the phosphorylation of both Thr
and Tyr residues is required for full activation (Ahn et al.
1991; Anderson et al. 1990).

Furthermore, SIt2 displays two MAPK-specific domains,
the MAPK insert, between subdomains X and XI, and a
C-terminal tail downstream of the kinase domain, which has
different lengths among MAPKSs and plays a critical role in
their activation and regulation. This C-terminal tail contains
the common docking (CD) domain, which is involved in the
binding of MAPKSs to activators, inhibitors, or substrates
(Tanoue et al. 2000). This domain partially overlaps with
the L16 loop that is followed by the alpha L16 helix (aL16),
which contributes to homodimerization in mammalian
MAPKSs (Khokhlatchev et al. 1998). Downstream of these
MAPK conserved motifs, SIt2 possesses a long and charac-
teristic extra C-terminal tail, bearing a glutamine-rich region
and a polyglutamine tract (Fig. 1). Such long C-terminal
extension is only present in Erk5 among the conventional
mammalian MAPKs (Cargnello and Roux 2011).

Be essential: the ATP-binding site of Slt2
is critical for the CWI pathway functionality

The catalytic domain of protein kinases consists of a mostly

p-stranded N-lobe and a larger a-helical C-lobe. These lobes
form the catalytic cleft that can accommodate the ATP
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molecule and the phospho-acceptor residue (Taylor et al.
2012). The essential residue first identified in protein kinases
was the conserved lysine of subdomain II. The ATP analog
fluorosulfonyl 50-benzoyl adenosine (FSBA) was shown to
label a single lysine residue of the PKA catalytic subunit,
and this led to the inhibition of kinase activity (Zoller and
Taylor 1979). This residue also proved to be essential for
the kinase activity in other protein kinases (Kamps et al.
1984; Weinmaster et al. 1986), and it was confirmed to be
at the active site by structural studies, since it is disposed
inside the catalytic cleft and participates in essential bonds
with a- and B-phosphates of ATP (Knighton et al. 1991;
Reikhardt and Shabanov 2020). Therefore, mutation of this
lysine residue became the classical approach for interro-
gating the biological role of specific kinase activity. Muta-
tion of the corresponding lysine of SIt2 (K54F) revealed
that the kinase activity of this MAPK was required for its
functionality in maintaining cell wall integrity at high tem-
perature (Martin et al. 1993). Recently, it has been found
that this S1£2%%*F (kinase-dead SIt2, S1t2¥P) mutant retains
some capacity to preserve cell wall integrity in response
to certain cell wall stresses such as SDS, tunicamycin, caf-
feine, or low CFW concentration (Gonzalez-Rubio et al.
2021). Therefore, either this SIt2XP version still has some
residual kinase activity or the response in such conditions is
mediated through the non-catalytic mechanism of Slt2 that
activates the transcription factor SBF to promote the induc-
tion of a subset of cell wall stress-activated genes (Kim and
Levin 2010; Kim et al. 2008).

In addition to the conserved lysine residue at subdomain
II, the access of ATP to the protein kinase catalytic site is
tightly controlled by another specific amino acid, named the
“gatekeeper residue,” whose side chain governs the volume
and shape of the ATP-binding site. When this residue is
mutated to an amino acid with a smaller size, the resulting
kinase version can be potently and specifically inhibited with
ATP analogs containing a bulky substituent that is accom-
modated by the enlarged ATP-binding pocket. This engi-
neered kinase is named analog-sensitive (AS) and allows
its rapid, reversible, and highly specific inhibition (Lopez
et al. 2014). Interestingly, AS-kinases thiophosphorylate
their substrates in kinase assays when a non-inhibitory bulky
ATP analog, in which the y-phosphate is replaced with a thi-
ophosphate moiety, is employed. Thus, this chemical-genetic
approach can be also used for the identification of kinase
substrates, as thiophosphorylated proteins can be specifically
immunodetected (Hertz et al. 2010). A fully functional SIt2-
AS version was obtained by replacing its large gatekeeper
residue, a glutamic acid in position 108, by glycine (Alonso-
Rodriguez et al. 2016). This version was successfully used
to identify bona fide S1t2-AS substrates among putative S1t2
targets previously identified by using a phosphoproteomic
approach (Mascaraque et al. 2013).
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Interestingly, analysis of the mutation present in the ther-
mosensitive [yt2 mutant used for the initial identification
of Slt2 revealed a change in the glycine at position 35 by
aspartic acid (Martin et al. 1996). G35 is the third glycine of
the glycine-rich loop or G-loop glycine cluster (GXGXXG),
which is located in subdomain I of protein kinases and is
also essential for the kinase activity as an integral part of
the ATP-binding site. In particular, the third glycine of this
cluster is involved in anchoring the p-phosphate of ATP.
This third glycine is the least conserved among the three
glycines of the G-loop of protein kinases. Substitutions of
this last glycine of the triad have been shown to have the
least effect on the steady-state kinetic parameters of PKA
kinase (Hemmer et al. 1997), which is the prototype of the
eukaryotic protein kinase family (Reikhardt and Shabanov
2020). However, in the case of SIt2, the change of this gly-
cine by aspartic acid promotes a clear functional deficiency
of the MAPK, indicating the essential role of this position
for catalysis (Martin et al. 1996).

The glycine-rich-loop of protein kinases is associated
with multiple disease mutations, as well as the P+ 1 loop,
which is located at the end of the activation segment (Tork-
amani et al. 2008) (Fig. 1). This activation segment, which
begins with DFG and ends with APE sequence, is indeed the
most important regulatory region in protein kinases (Kornev
and Taylor 2010). The P+ 1 loop acts as a docking site for
the proline residue that follows the S/T phosphorylated by
MAPKSs and thus serves to stabilize the substrate and cor-
rectly positions the receiving hydroxyl group (Yang et al.
2005). The conserved residues among protein kinases T195
and Y198 are located within the P+ 1 loop of SIt2 (Fig. 1).
Recently, it has been shown that mutation of T195 to valine
led to a severe reduction of the kinase activity of S1t2 on
different substrates and a lack of ability to complement the
slt2 sensitivity to some cell wall stresses, suggesting an
essential role of this residue in the catalytic activity of the
MAPK. The Y198 mutation to phenylalanine, however, did
not affect SIt2 activity, but both T195V and Y 198F muta-
tions displayed a synthetic negative effect under stress condi-
tions (Gonzalez-Rubio et al. 2021). Therefore, the SIt2 P+ 1
loop is likely involved in both substrate binding and catalytic
efficiency of this MAPK.

Get active: phosphorylation of the TEY motif

It has been well-established that phosphorylation plays a
critical role in regulating the timing, duration, and intensity
of protein kinase signaling. Although regulation by phos-
phorylation of the activation loop is a common regulatory
feature among protein kinases, phosphorylated residues dif-
fer between distinct protein kinase families (Johnson et al.
1996). Specifically, conventional MAPKs share a common

mechanism of kinase activation, characterized by dual phos-
phorylation of the threonine and tyrosine residues within a
conserved TXY motif located in the activation loop of the
kinase subdomain VIII (Fig. 1). Activating phosphorylation
of both residues is catalyzed by MAPKKSs, which are dual-
specificity protein kinases (Cargnello and Roux 2011). In
contrast, the molecular mechanism underlying the activa-
tion of the so-called atypical MAPKs is different since (1)
in many of them the TXY motif is absent and (2) they are
not organized into the canonical three-tiered kinase cascade.
For example, in Erk3/4, Thr and Tyr residues are replaced by
Ser and Gly, respectively, while in NLK, Thr is conserved,
but a Glu replaces Tyr. Erk7 contains the conserved TXY
motif, but these residues appear to be phosphorylated by
itself rather than by an upstream MAPKK (Coulombe and
Meloche 2007). SIt2 is a conventional MAPK whose full
activation depends on dual phosphorylation of a canoni-
cal TEY motif (T190 and Y192) within the activation loop
(Levin 2011). Although two redundant genes, MKKI and
MKK?2, were described to encode the Slt2 activating MAP-
KKs (Irie et al. 1993), later studies highlighted the preemi-
nent role of Mkk1 in signaling through the CWI pathway
(Gonzalez-Rubio et al. 2021; Tatjer et al. 2016).

The duration and magnitude of MAPK activity, together
with its subcellular compartmentalization, generate varia-
tions in the signaling output that elicits distinct cellular out-
comes (Ebisuya et al. 2005). Therefore, returning MAPK to
its inactive state plays an important role in MAPK signaling.
Although the regulation of the signaling flow is executed
at multiple levels of the MAPK cascade, direct dephos-
phorylation by phosphatases acting on the TXY motif is
the most efficient way to inactivate MAPKs. Particularly,
MAPK phosphatases (MKPs), a type of dual-specificity
phosphatases (DSPs) that eliminate the phosphate group
of both Thr and Tyr residues, regulate not only the extent
and amplitude of MAPK signaling, but also the subcellular
localization and substrate specificity of MAPKs (Gonzalez-
Rubio et al. 2019). Msg5 and Sdpl1 are the only S. cerevisiae
DSPs that have been shown to display MKP activity on S1t2
(Martin et al. 2005). However, while Msg5 dephosphorylates
S1t2 both in basal and cell wall stress conditions (Flandez
et al. 2004; Martin et al. 2000), Sdp1 only seems to act on
S1t2 under heat stress (Kuravi et al. 2011).

Despite initial studies in mammalian cells indicated that
dual phosphorylation on MAPKSs occurs in a distributive man-
ner, in which the MAPKK dissociates between the Tyr and
the Thr phosphorylation (Patwardhan and Miller 2007), later
studies led to propose that phosphorylation of certain MAPKs
is processive, which means that the same activating MAPKK
would not separate from the MAPK until both residues, Tyr
and Thr, are phosphorylated (Aoki et al. 2011; English et al.
2015; Nagiec et al. 2015; Vazquez et al. 2015). A recent work
on SIt2 phosphorylation by using TEY mutants and Phos-tag
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methodology suggested that Mkk1/2 dually phosphorylate the
MAPK in an ordered and single binding event, in which the
Y192 phosphorylation could be considered as a stepping-stone
for SIt2 activation (Gonzalez-Rubio et al. 2021). In the same
study, Msg5 was shown to preferentially dephosphorylate the
phosphotyrosine residue, suggesting that not only phospho-
rylation but also dephosphorylation of the Slt2 activation loop
follows a sequential mechanism starting on Y192.

Classically, dual phosphorylation has been considered a
prerequisite for MAPK activation (Ahn et al. 1991; Ander-
son et al. 1990). However, several studies have demonstrated
that some monophosphorylated forms are partially active.
Although in vitro studies of Erk2 showed that the catalytic
efficiency of the two monophosphorylated species was simi-
lar and higher than that of the unphosphorylated form (Zhou
and Zhang 2002), most studies in vivo agreed that only the
monophosphothreonyl residue retains some biological activ-
ity in mammalian MAPKs (Askari et al. 2009; Sugden et al.
2011; Zhang et al. 2008). The same finding was observed in
S1t2 and its homolog in Schizosaccharomyces pombe, the CWI
MAPK Pmkl1, as well as in other S. cerevisiae MAPKSs, such
as Hogl and Kss1 (Bardwell et al. 1998; Bell and Engelberg
2003; Gonzalez-Rubio et al. 2021; Vazquez et al. 2015).

The coexistence of dually, mono-phosphothreonine,
mono-phosphotyrosyl, and non-phosphorylated forms of
Slt2 could be observed in yeast extracts from cells exposed
to cell wall stress by using the Phos-tag technique, which
allows the simultaneous detection of all phosphorylation
states of a protein (Gonzalez-Rubio et al. 2021; Kinoshita
et al. 2006). By using this technique, it has been shown that
Hogl is fully dually phosphorylated upon osmotic stress
(English et al. 2015), whereas the amount of mono- and
dually phosphorylated species of Fus3 and Kss1 is similar
to that of the unphosphorylated form (Nagiec et al. 2015;
Winters and Pryciak 2018). In contrast, the proportion of
phosphorylated S1t2 forms is very small when compared to
the non-phosphorylated state under cell wall stress condi-
tions (Gonzélez-Rubio et al. 2021). This indicates that, after
stimulation, only a very low amount of Slt2 is activated, sug-
gesting that this MAPK would be concentrated in discrete
regions within the cell to exert its activity. These results
highlight the value of Phos-tag analysis in identifying other
stimuli that trigger higher levels of phosphorylated Slt2 in
future studies.

Mind the subtle: additional phosphorylation
and other post-translational regulatory
modifications

In addition to the activation loop phosphorylation, kinases

can be further phosphorylated at other residues, found
either within the putative kinase domain or in other motifs.
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These phosphorylation events, which can be conducted
by other kinases or by autophosphorylation, regulate the
catalytic activity, subcellular localization, or interaction
with other proteins, among others. In the case of S. cerevi-
siae MAPKs, only one study reported functional phospho-
rylation of two residues apart from the TXY motif. Under
caffeine exposure, two serines, S423 and S428, became
phosphorylated in SIt2 (Fig. 1) (Truman et al. 2009). Phos-
phorylation at these residues was previously identified
after DNA damage by proteomic approaches (Albuquer-
que et al. 2008), but this was the first time their regula-
tory role was studied. Phosphorylation at S423 displayed
an inhibitory effect on SIt2 binding to the transcription
factor Swi4, whereas no effect was found linked to S428
phosphorylation. DNA damage checkpoint kinases Rad53
and Mec1/Tell were found to be responsible for S423 and
S428 phosphorylation, respectively (Truman et al. 2009).
This is a clear example of how additional phosphorylation
can affect a crucial MAPK function such as transcriptional
activation. It is important to note that several phospho-
proteomic studies have detected additional phosphoryla-
tion events in S. cerevisiae MAPKs (Albuquerque et al.
2008; Lanz et al. 2021; Swaney et al. 2013), suggesting
the possibility that these phosphosites exert a regulatory
function. Particularly in SIt2, S186 and S416 (Lanz et al.
2021; Swaney et al. 2013) have also been identified as
phosphorylated. Further studies would be of interest to
delve into the functional role of these residues.

In mammalian MAPKSs, two phosphorylatable residues,
located downstream the TEY motif within the activation
loop (T207 and Y210 of Erk1) and conserved in most pro-
tein-serine/threonine kinases of diverse species, have been
studied in depth. In Erkl, phosphorylation at T207 was
found to occur by autophosphorylation, whereas Y210 was
phosphorylated by MEK 1. These two Erk1 phosphorylations
seem to play a negative regulatory role, as they repressed
the catalytic activity of the kinase (Lai and Pelech 2016).
On the other hand, T188 phosphorylation of Erk2 (equiva-
lent to T207 in Erk1) was also triggered by autophospho-
rylation but led to Erk2 nuclear localization, which appears
to be critical for cardiac hypertrophy (Lorenz et al. 2009).
The corresponding residue T185 of p38a kinase was also
found to be essential for TAB1-induced autoactivation of
the protein, as a result of an intramolecular hydrogen bond
with Asp150 (Thapa et al., 2018). When studied in S1t2, the
conserved residues T195 and Y198 were not found phos-
phorylated in yeast cells upon stimulation by Congo red,
as revealed by Phos-tag analysis. Nevertheless, the T195
residue proved to be essential for the catalytic activity of the
MAPK (Gonzélez-Rubio et al. 2021). Overall, these findings
indicate that although highly conserved, these two phospho-
residues exhibit different regulatory functions depending on
the MAPK.
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Other post-translational modifications different from
phosphorylation are also involved in the functional regula-
tion of MAPKs. For example, ubiquitination is well-charac-
terized as a marker for protein degradation, but it has been
suggested to affect kinase activity and function in other ways
(Ball et al. 2016). In S1t2, K155 and K263 were found to be
ubiquitinylated (Swaney et al. 2013), although the functional
consequences have not been explored yet. SUMOylation
can also impact MAPK regulation, as (SUMO)-2 modifica-
tion at lysine residues was found to be important for Erk5
nuclear translocation in cancer cells (Erazo et al. 2020). An
additional example is the oxidation of MAPKs when cells
are exposed to oxidizing agents like hydrogen peroxide or
nitric oxide. The MAPKs Styl and Hogl from S. pombe
and Candida albicans, respectively, were proved to be reg-
ulated by cysteine oxidation upon oxidative damage (Day
and Veal 2010; Herrero-de-Dios et al. 2018). This sort of
oxidative regulation was also described for human ERKs
(Keyes et al. 2017). Therefore, although much less studied
than phosphorylation, other post-translational modifications
can be essential for SIt2 to respond to a particular stress,
allowing the CWI pathway to operate accurately in a variety
of environmental conditions.

Interact with partners: the CD domain

As occurs with other MAPKS, the interaction of S1t2 with its
activators, negative regulators, and protein targets is essen-
tial for the appropriate modulation and functionality of the
CWI pathway. To this end, MAPK regulatory proteins and
substrates use linear binding motifs to anchor to the MAPKs.
These sites have been referred to as the DEF motifs (docking
site for ERK, FxF), also named F-motifs or F sites, and the
D-motifs (Docking), also known as KIMs (kinase interac-
tion motifs) (Akella et al. 2008; Tanoue and Nishida 2002).
These two sites bind to their respective docking groves in
MAPKSs. DEF motifs consist of QXQ (where € specifies
aromatic residues) that interact with a small hydropho-
bic pocket proximal to the catalytic cleft of MAPKs (Lee
et al. 2004; Sheridan et al. 2008). First identified and more
relevant for binding to MAPKSs are D-motifs, which con-
tain a cluster of basic residues separated from hydropho-
bic residues by a short linker. The consensus sequence of
these sites is y; 3 X;_,$X ¢ (where yis a positively charged
residue, X can be any residue, and ¢ is a hydrophobic resi-
due) (Garai et al. 2012; Tanoue et al. 2000). This consensus
motif engages the D-recruitment site (DRS) at the MAPK.
The DRS is located on the opposite face from the active
site and consists of two distinct regions, (1) a negatively
charged CD (common docking) domain located at the L16
loop and (2) a hydrophobic docking groove (Chang et al.
2002), formed by the hydrophobic residues of the aD and

oE helices (subdomains V and VIa), which is bordered by
the B7-p8 reverse turn (subdomain VIB-VII) containing the
negatively charged ED (for Glu Asp) domain (Zeke et al.
2015).

S1t2 displays a CD domain spanning amino acids 318-332
(Fig. 1) (Palacios et al. 2011), whose importance for binding
to the distinct Slt2 interactors differs among them. Muta-
tion of the conserved acidic residues to asparagine (D326N,
D323N, E327N) within this CD motif resulted in the loss of
binding of the SIt22747 fragment to Mkk1 (Palacios et al.
2011), indicating the implication of these acidic residues in
such interaction. However, a full-length version of SIt2 car-
rying the same mutations (SI1t2P%) partially bound to both
Mkk1 and Mkk2 (Gonzalez-Rubio et al. 2021), suggesting
that Mkks interact with S1t2 not only through the CD site
but in a multivalent way. Moreover, mutation of both hydro-
phobic residues (L20, L22) of the $pX¢ (LXL) signature of
a D-motif found in Mkk?2 eliminated the Mkk?2-SIt2 interac-
tion in two-hybrid experiments and reduced the functional-
ity of Mkk2 (Jimenez-Sanchez et al. 2007), suggesting that
hydrophobic interactions are likely to play also an important
role in the interaction of Mkks with the SIt2 CD domain.

Interaction of S1t2 with the transcription factor RIm1
seems to involve quite the same determinants as with Mkks.
Mutation of the hydrophobic residues of the RIm1 D-site
(L324A, V326A) or (I328, P329) resulted in defectiveness
for cell wall stress-induced transcriptional activation, sug-
gesting that these mutations abolish binding to SIt2 (Jung
et al. 2002). Since S1t2°P3 is still able to signal to RIm1
(Gonzalez-Rubio et al. 2021), hydrophobic interactions are
likely to be the most relevant for binding to this transcription
factor. It is important to note that these auxiliary docking
surfaces are essential for MAPKSs to recognize their sub-
strates since this function is not carried out by the catalytic
site. Besides, substrates can facilitate catalysis by using
these MAPK docking sites to increase the effective local
concentration of their phosphorylation sequences (Ser/Thr-
Pro motif) near the active site of the MAPK (Rainey et al.
2005).

The CD domain of MAPKS is critical for binding of ERK
to MKPs (Gonzalez-Rubio et al. 2019; Tanoue et al. 2002).
In accordance, the binding of yeast mating MAPKSs Fus3
and Kss1 with DSP Msg5 involves their CD domains and
D-motif, respectively. In contrast, the interaction of SIt2 with
MsgS5 occurs in a CD domain and D-motif-independent man-
ner (Palacios et al. 2011). A novel motif (IYT) conserved in
fungal MKPs was found to mediate the binding of Msg5 and
its paralog Sdp1 to Slt2, as well as of MKP Pmpl1 to the CWI
MAPK counterpart Pmk1 in the evolutionarily distant yeast
S. pombe (Sacristan-Reviriego et al. 2014). An SIt2 region
spanning amino acids 274-373 was revealed to mediate the
interaction with Msg5 (Palacios et al. 2011), although the
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precise motifs of the MAPK involved in this binding are
still obscure.

How to self-control: the C-terminal tail

MAPKSs differ from other protein kinases in possessing a
non-catalytic C-terminal segment with key residues and
motifs essential for their functionality, which are con-
served across diverse MAPK subfamilies. The conserved
residues are localized in two specific structures, named
the L16 loop, where the CD domain resides, and the al.16
helix (Nguyen et al. 2015). Besides these two L16-con-
served sections, which correspond to residues 321-341
and 342-358, respectively, S1t2 possesses a characteristic
and unique extra C-terminal tail (Fig. 1). Since a truncated
version of Slt2 in residue E354 was unable to rescue slt2A
growth in the presence of caffeine, while truncated pro-
teins in residues Q364 and D394 were fully functional, the
conserved regions .16 loop and aLL16 seem to be neces-
sary for the functionality of the protein (Levin-Salomon
et al. 2009). In the yeast MAPK Hogl, the aL.16 region
was also found to be vital for the activation upon osmotic
stress and autophosphorylation (Maayan et al. 2012; Tate-
bayashi et al. 2020), confirming the relevance of this part
of the protein among different MAPKs.

The extra C-terminal tail of SIt2 is thus dispensable
for MAPK biological activity. What then is its functional
role? Truncated SIt2 at residue D394 has been reported to
become constitutively and highly phosphorylated in yeast
cells (Levin-Salomon et al. 2009). Since the removal of the
equivalent but shorter extra C-terminal tail from Hogl also
resulted in Hogl hyperphosphorylation, it seems likely
that these yeast MAPK C-terminal extensions play an
inhibitory role in autophosphorylation. Supporting this,
mammalian MAPKSs that lack these C-terminal tails, such
as ERK1/2 and p38a, also became spontaneously phos-
phorylated when expressed in yeast (Levin-Salomon et al.
2009). The regulatory role of the extended C-terminal
region of SlIt2 has recently been confirmed by showing
that the truncated S1t223"* version displayed higher phos-
phorylation and promoted increased RIm1-mediated tran-
scriptional activity than full-length S1t2 both at basal and
stimulating conditions. Interestingly, high basal activation
seems to correspond to hyperphosphorylation on T190 but
not on Y192, suggesting that the autophosphorylation of
SIt2, which is regulated by the extra C-terminal tail, occurs
in the threonine of the activation loop (Gonzalez-Rubio
etal. 2021).

Partially overlapping with aL.16, the extra C-terminal
tail of S1t2 includes a glutamine-rich region (7 Gln out
of 27 amino acids), followed by a 16 polyglutamine tract
(Fig. 1). Since polyglutamine domains were described
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to have a role in transcriptional activation (Emili et al.
1994), this region was initially expected to be involved in
S1t2 transcriptional activity. As predicted, an SIt2 frag-
ment spanning from amino acid 323 to 484 (including
both glutamine enriched regions) showed transcriptional
activity in one-hybrid assays (Soler et al. 1995). Further
analyses revealed the existence of at least two neighboring
transcriptional activation domains, spanning amino acids
274-329 and 347-374, the latter including the glutamine-
rich region (Fig. 1). Both domains were shown to operate
independently, and the polyglutamine tract located just
after the glutamine-rich region proved to be dispensable
for this transcriptional activation function. Additionally,
the 347-374 tract, which partially includes the aL.16 struc-
ture, was suggested to be implicated in the self-association
of S1t2 (Kim et al. 2007). Interestingly, several residues of
the aL.16 of Erk2 are necessary for the homodimerization
of this mammalian MAPK (Khokhlatchev et al. 1998).

ErkS5, the purported human ortholog of SIt2 (Truman
et al. 2006), also contains an extended and characteristic
C-terminal tail, which is involved in diverse regulatory
mechanisms. The C-terminal part of ErkS5 differs from the
SIt2 one in the presence of proline-rich regions and the
absence of glutamine-rich tracts. Similar to that of Slt2,
the C-terminal extension of Erk5 was proved to contain a
transcriptional activation domain (Kasler et al. 2000) and
to inhibit its autophosphorylation (Buschbeck and Ullrich
2005). Beyond these two regulatory functions, the C-termi-
nal tail of ErkS5 is also essential for the nuclear-cytoplasmic
shuttling of the MAPK. Accordingly, a nuclear localiza-
tion signal (NLS) and a nuclear export signal (NES) were
identified in this region, leading to nuclear accumulation
when Erk5 is activated and cytosolic localization when
dephosphorylated (Buschbeck and Ullrich 2005; Kondoh
et al. 2006; Yan et al. 2001). Also, a considerable number
of phosphorylated residues within this region of Erk5 that
regulate its function have been identified (Diaz-Rodriguez
and Pandiella 2010; Honda et al. 2015; Ifesta-Vaquera et al.
2010; Morimoto et al. 2007; Pearson et al. 2020), encourag-
ing the search for new regulatory phosphorylation sites in
the extra C-terminal tail of Slt2.

Concluding remarks

The growing knowledge of the budding yeast S1t2 MAPK
in the last 30 years reflects the interest and relevance of this
line of investigation not only for fungal researchers but for
every scientist whose work is focused on signal transduc-
tion whatever the organism used, including humans. Con-
servation of MAPK pathways allows the fruitful exchange
of information, techniques, innovative strategies for system
and synthetic biology, as well as drug discovery among
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worldwide signaling researchers. The CWI pathway has
become one of the paradigmatic MAPK routes, and its
essentiality for yeast integrity has made it an excellent tar-
get for antifungal development. Although many aspects of
SIt2 functionality have been discovered to date, other issues
remain to be addressed, such as the molecular mechanisms
governing its subcellular localization, the existence of novel
regulatory post-translational modifications, or the identifica-
tion of proteins targeted by Slt2 to accomplish functions not
directly related to cell wall maintenance. These and other
new challenges must be tackled in the coming years to have
a complete picture of this model MAPK.
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Abstract

The Saccharomyces cerevisiae cell wall integrity (CWI) pathway took this name when its role in the cell response to cell wall
aggressions was clearly established. The receptors involved in sensing the damage, the relevant components operating in
signaling to the MAPK Slt2, the transcription factors activated by this MAPK, as well as some key regulatory mechanisms have
been identified and characterized along almost 30 years. However, other stimuli that do not alter specifically the yeast cell wall,
including protein unfolding, low or high pH, or plasma membrane, oxidative and genotoxic stresses, have been also found to
trigger the activation of this pathway. In this review, we compile almost forty non-cell wall-specific compounds or conditions,
such as tunicamycin, hypo-osmotic shock, diamide, hydroxyurea, arsenate, and rapamycin, which induce these stresses. Relevant
aspects of the CWI-mediated signaling in the response to these non-conventional pathway activators are discussed. The data
presented here highlight the central and key position of the CWI pathway in the safeguard of yeast cells to a wide variety of

external aggressions.

Keywords Yeast cell wall - CWI pathway - Slt2 - MAPK - Stress response

Introduction

Saccharomyces cerevisiae has to deal with numerous and dif-
ferent stress conditions in its natural environment. Signal
transduction pathways mediated by mitogen-activated protein
kinases (MAPKSs) are one of the main mechanisms used by
yeast cells to adequately respond to external stimuli in order to
adapt and survive (Chen and Thorner 2007). MAPK signaling
pathways share a common structure in all eukaryotic cells,
from yeast to human, including a central module of three
protein kinases acting like a phosphorylation cascade: the
MAPKKK (MAPK kinase kinase), the MAPKK (MAPK ki-
nase), and the MAPK. This module is activated by upstream
components, such as kinases of the PAK or PKC family and
small and/or heterotrimeric GTPases, which receive and
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transmit the external signal from a receptor/sensor located at
the plasma membrane (Morrison 2012).

Among the MAPK routes existing in S. cerevisiae, the cell
wall integrity (CWI) pathway is mainly involved in maintain-
ing the stability of the cell wall against aggressions that threat-
en this essential superficial structure (Levin 2011). To detect
disturbances in the cell wall, this pathway possesses a set of
membrane-spanning mechanosensors, namely Wscl, Wsc2,
Wsc3, Mid2, and Mtll, with a nanospring-like extracellular
region expanding into the wall (Jendretzki et al. 2011). These
sensors activate the Rhol GTPase, preferentially through the
GDP/GTP exchange factor (GEF) Rom2 to which they inter-
act with their cytoplasmic tails. There are two other Rhol
GEFs, Rom1 and Tusl. The former is functionally redundant
to Rom2, but with Rom?2 being the major isoenzyme, whereas
the latter is responsible for the cell cycle-specific activation of
Rhol (Krause et al. 2012). Rhol activity is negatively regu-
lated by four GTPase-activating proteins (GAPs), Bem2,
Sac7, Bag7, and Lrgl, being Bem2 and Sac7 the Rhol
GAPs mainly involved in downregulating the CWI pathway
in response to cell wall stress (Martin et al. 2000). Activated
Rhol interacts with Pkc1 (Heinisch and Rodicio 2018), which
triggers the phosphorylation cascade composed by the
MAPKKK Bckl, the two MAPKKs Mkk1 and Mkk2, and
the downstream MAPK SIt2 (Fig. 1). Once dually phosphor-
ylated on the threonine and tyrosine at its activation loop, SIt2

@ Springer
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Fig. 1 Schematic overview of the
S. cerevisiae CWI pathway,
highlighting the distinct stresses
that trigger MAPK activation and
the receptors involved in the
response. Black arrows indicate
the primary cellular sensor/target
of the stress. Broken orange
arrows show interconnections
between different stresses

activates transcription factors Rlm1 and SBF complex
(consisting of Swi4 and Swi6), which regulate the expression
of a set of genes involved in cell wall construction in order to
repair the damage at the cell surface (Sanz et al. 2017).
Essentiality of RHOI gene and the strong phenotype of
pkel deletion mutants indicate that there are other targets of
Rhol and Pkel than those mediating CW1 signaling, since the
elimination of either BCK 1, both MKK1 and MKK2, or SLT2
gives rise to viable cells that grow normally in the absence of
cell wall stress. Mutants in these components of the MAPK
cascade share similar conditional cell wall-defective pheno-
types, such as sorbitol-remediable high sensitivity to cell
wall-altering compounds or enzymes (Calcofluor white,
Congo Red, Caspofungin, Zymolyase, etc) (Levin 2011).
Consistent with its importance in survival under cell wall
stress, the CWI pathway becomes activated under treatment
with these compounds. Although most of the knowledge ac-
cumulated along the years on the CWI pathway has to do with
its major role in responding to cell wall damaging conditions,
induction of CWI signaling by other stresses not apparently
related to the cell wall has also been reported. Rapamycin,
alkaline pH, cadmium, and genotoxic or oxidative stresses
are some of the diverse stimuli described for this pathway.
Many aspects about the way each of them activate signaling,
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the CWI components involved in sensing and transmitting the
signal or the nature of the elicited response still remain un-
known. Moreover, apart from RIm1 and SBF, other SIt2 tar-
gets have been identified, such as silencing protein Sir3, PKA
subunit Bey1, cell cycle regulators Sicl and cyclin C, mRNA-
binding protein Nab2, calcineurin regulator Ren2, translation
repressor Caf20, and Golgi protein Ggal (Alonso-Rodriguez
et al. 2016). All this evidence indicates the involvement of
Slt2 in multiple cellular responses other than cell wall remod-
eling. The aim of this article is to provide an overview of the
variety of stimuli distinct from the classical cell wall stress that
activate the CWI pathway (Table 1) and the current knowl-
edge on sensing mechanisms and elicited cell responses.

The endoplasmic reticulum stress is
connected with the CWI pathway

The unfolded protein response (UPR) pathway responds to an
increase in the level of unfolded proteins within the endoplas-
mic reticulum (ER). This pathway, which connects the ER
with the nucleus, is essential for checking the protein quality
along the protein secretion process. In the presence of unfold-
ed proteins, the sensor Irel turns on its RNAse activity, which
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Table 1

Non-cell wall-specific stimuli that trigger the activation of the CWI pathway
Stress type | Agent/stimulus Involved Monitored Prevention by | Actin References
sensors readout osmotic depol
stabilization arizati
on
Protein Tunicamycin Wsc1 MPK1-LacZ Sensitivity: No (Bonilla and
unfolding expression Cunningham
2003)
P-Slt2 (Chen et al.
2005)
(Babour et al.
2010)
(Rousseau and
Bertolotti 2016)
DTT PTP2p-GFP (Mizuno et al.
expression 2018; Chen et al.
P-Sit2 2005)
B-mercaptoethanol P-SIt2 (Chen et al.
2005)
Phytosphingosine P-Slt2 (Pina et al. 2018)
(PHS) Septin
delocalization
(ERSU
pathway)
Low pH Hydrochloric acid to pH Mid2 PST1p-LACZ Sensitivity: yes (Claret et al.
2.8 Phospho-SIt2 Activation: no 2005)
High pH 35mM KOH pH 8.2/ Wsc1 P-Sit2 Sensitivity: yes No (Serrano et al.
50 mM Tris pH 8.3 Activation: yes 2006)
buffered media (attenuation) (Kwon et al.
2016)
Pn-AMP1 (a small Wsc1 Sensitivity (Kwon et al.
cationic Cys/Arg-rich 2016)
antimicrobial peptide)
Plasma Compressive Mid2 Pkc1-GFP (Mishra et al.
membrane mechanostress translocation 2017)
stress (7 psi pressure) to the plasma
membrane
Compressive Mid2 Pkc1-GFP (Delarue et al.
mechanostress translocation 2017)
(0.4 MPa pressure) to the plasma
membrane&
Nuclear
delocalization
of Sit2
Hypoosmotic shock In vitro protein Yes (Kamada et al.
kinase assays 1995)
P-Tyr Slt2 (Davenport et al.
P-Sit2 1995)
(Hatakeyama et
al. 2017)
SDS P-SIt2 Yes (Queralt and
Igual 2005)
(Delley and Hall
1999)
Clorpromazine In vitro protein (Kamada et al.
kinase assays 1995)
Tea tree ail/ lexA-RLM1— (Straede et al.
Amphotericin B/ lacZ reporter 2007)
Nystatin
Acetic acid Wsc1 P-Sit2 (Mollapour and
Piper 2006)
(Mollapour et al.
2009)
High temperature Mid2/Wsc | In vitro protein | Sensitivity:Yes Yes (Kamada et al.

1

kinase assays

P-Sit2

Activation:Yes

1995)

(Verna et al.
1997;Gray et al.
1997)
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Table 1 (continued)
(Martin et al.
2000) (Ketela et
al. 1999)
(Rajavel et al.
1999)
(Mensonides et
al. 2005)
Low temperature Wsc P-Sit2 Sensitivity: Yes | No (Corcoles-Saez
et al. 2012)
Oxidative 13-hydroperoxylinoleic P-Sit2 Yes (Alic et al. 2003)
stress acid (LoaOOH)
L-Dopa&other Wsc1 P2xRLM1- (Staleva Hall and
catecholamines Lacz Orlow 2004)
(adrenaline P-Sit2
noradrenaline
dopamine)
Hidrogen peroxide Mt P2xRLM1 - Phosphorylation | Yes (Staleva Hall and
(H20,) Mid2/Wsc | LacZ :No Orlow 2004)
1 P-Sit2 (Vilella et al.
2005)
(Jin et al. 2013)
Diamide Mt P-Sit2 Phosphorylation | Yes (Vilella et al.
Pkc1-GFP :Yes 2005)
localization
Chloroquine Wsc1 P-Sit2 Sensitivity: yes (Baranwal et al.
(at low dosis of 2014)
Cloroquine)
Cadmium Mid2 P-Sit2 (Xiong et al.
2015)
Zinc-oxide Wsc1 P-Slit2 (Babele et al.
nanoparticles 2018)
Valproic acid P-Sit2 Sensitivity No (Golla Joseph
and Tomar 2016)
Genotoxic Hydroxyurea P-Sit2 Sensitivity: No (Queralt and
stress Igual 2005)
Phosphorylation (Soriano-Carot et
:No al. 2012)
(Liu and Levin
2018)
Methyl SIt2-GFP Sensitivity: No (Bandyopadhyay
methanesulfonate abundance et al. 2010)
(MMS) and Phosphorylation (Soriano-Carot et
localization :No al. 2012)
P-Sit2 (Liu and Levin
2018)
Phleomycin P-Sit2 Sensitivity: No (Soriano-Carot et
al. 2012)
Phosphorylation
:No
UV irradiation P-Sit2 Sensitivity: No/ (Bryan et al.
Yes (Bryan) 2004) (Soriano-
Carot et al. 2012)
Phosphorylation
:No
8-methoxypsoralen (8- P-Sit2 Sensitivity:Yes (Dardalhon et al.
MOP)/UVA Slt2 2009)
abundance
Metalloids Arsenite [As(l11)] P-Sit2 (Ahmadpour et
al. 2016)
Arsenate [As(V)] P-Sit2 Sensitivity:Yes (Matia-Gonzalez
and Rodriguez-
Gabriel 2011)
TORCH1 Rapamycin Mid2/Wsc | P-SIt2 Activation: Yes | Yes (Krause and Gray
inhibition 1 2002) (Torres et
Slt2-regulated Sensitivity: Yes al. 2002)
gene (Soulard et al.
expression Actin 2010)
depolarization: (Moreno-Torres
In vitro protein Yes Jaquenoud and
kinase assays De Virgilio 2015)
(Sic1-Thr'™
phosphorylation)
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Table 1 (continued)
Caffeine P-Sit2 Phosphorylation (Martin et al.
:Yes 2000)
(Kuranda et al.
2006)
Actin Latrunculin B No P-Sit2 Yes (Harrison et al.
depolimeriz Activation: 2001)
ation Morphogenesi | partial
s-checkpoint
assay
Carbonyl Methil glyoxal Neither P-Sit2 Yes (Nomura and
stress Wsc1 nor Inoue 2015)
Mid2
Others Quercetin P-Sit2 (Vilaca et al.
2012)
Cesium chloride P-Sit2 Sensitivity: Yes (Casagrande et
al. 2009)
Sodium Vanadate P-Slt2 Phosphorylation (Martin et al.
: Yes 2000)
Ethanol Slt2-regulated (Udom et al.
gene 2019)
expression

specifically removes the intron from the mRNA of the tran-
scription factor gene HAC!. This leads to Hacl efficient trans-
lation and translocation to the nucleus, triggering the tran-
scriptional program of the UPR, including the expression of
genes encoding chaperones and folding enzymes (Mori 2015).

More than 15 years ago was first observed that the ER stress
activated SLT2 transcription (Bonilla and Cunningham 2003).
The relation of the UPR with the CWI pathway was further
uncovered by Chen et al. (2005). These authors clearly showed
that the lack of genes involved in the Slt2-mediated pathway
caused sensitivity to tunicamycin, DTT, or 3-mercaptoethanol,
typical agents that induce the appearance of unfolded proteins
and therefore trigger the UPR response. The participation of the
CWI pathway in this response was clear as the treatment with
these compounds led to SIt2 phosphorylation (Chen et al.
2005). The CWI pathway is likely activated to prevent cell wall
damage originated as a consequence of ER dysfunction. Lately,
SIt2 was shown to be also important in the regulation of the
proteasome homeostasis in response to distinct stresses, includ-
ing those activating the UPR, such as tunicamycin treatment
(Rousseau and Bertolotti 2016).

Providing an illustrative example of how signaling con-
nects cellular processes, cell wall stress was later shown to
activate the UPR in an Irel-dependent manner, highlighting
the importance of a reinforced folding capacity of the secre-
tory pathway to face a cell wall aggression. Interestingly, un-
der cell wall stress, UPR activation was shown to be depen-
dent on CWI pathway components, namely Slt2, Mid2, and
Swi6. Furthermore, the UPR was revealed essential for cell
wall maintenance (Scrimale et al. 2009). Thus, the UPR and
CWI pathways were drawn as interdependent regulatory cir-
cuits that allow yeast to respond to ER and cell wall stresses.
Recently, the tyrosine phosphatase Ptp2 was shown to be tran-
scriptionally induced in response to ER stress by the CWI

pathway, in an Slt2 and Rlml-dependent manner. The in-
creased Ptp2 levels impact on the HOG pathway, downregu-
lating Hogl MAPK activity during the ER stress response
(Mizuno et al. 2018). However, the functional significance
of this effect is far from clear, since deletion of PTP2 results
in resistance to tunicamycin (Mizuno et al. 2018) and the
Hogl activity has an important role in ER stress survival
(Bicknell et al. 2010; Torres-Quiroz et al. 2010).

In addition to the UPR pathway, set in motion by Irel, an
additional ER stress surveillance (ERSU) pathway was iden-
tified. This pathway delays ER inheritance and cytokinesis
and alters septins upon ER stress (Babour et al. 2010). These
authors proposed that the ERSU pathway protected cells from
deleterious effects of inheriting stressed ER. By activating this
pathway, the cortical ER (cER) is retained in the mother cell
until it replenishes ER function. Slt2, as well as other compo-
nents of the CWI pathway, is necessary to mediate the ERSU-
triggered events, which are clearly distinct from the UPR path-
way (Babour et al. 2010). Recently, it was proposed that ER
stress elevates phytosphingosine (PHS), which in turn acti-
vates the ERSU pathway to ensure future daughter-cell viabil-
ity. Consequently, treatment of ER-stressed cells with
myriocin, a sphingolipid biosynthetic pathway inhibitor, re-
duced the levels of SIt2 phosphorylation whereas addition of
PHS leads to SlIt2 phosphorylation, and in general to the
ERSU pathway activation (Pifa et al. 2018). The targets of
S1t2 under ER stress are yet unknown.

Changes in external pH are sensed by the CWI
pathway

S. cerevisiae can survive in a rather wide range of ambient pH,
being their optimal growth in a mild acidic environment
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(pH 5.0-6.0). This acidic condition is achieved by the activity
of the plasma membrane ATPase Pmal, which exports pro-
tons and therefore maintains a extracellular low pH (Serrano
et al. 1986). For this reason, S. cerevisiae shows higher toler-
ance to low than high pH, being able to grow at pH values as
low as 3.0. However, it is interesting to note that the CWI
pathway senses and gets activated in response to low pH
stress. This activation is reduced but not prevented by sorbitol,
whereas the sensitivity of CWI pathway mutants to low pH is
eliminated when growing on sorbitol-stabilized media (Claret
et al. 2005). Therefore, some cell wall alteration could be at
the origin of the CWI stimulation. Consistently, the activation
of the pathway is dependent on the Mid2 mechanosensor
(Claret et al. 2005).

Adaptation to pH alkalization in S. cerevisiae involves var-
ious responses and the participation of different signaling
pathways (Serra-Cardona et al. 2015). Among them, the
CWI pathway plays a key role in the adaptive response to this
environmental stress. Two independent screening studies on
gene-disruption mutants showed that the lack of BCK/ and
SLT2 led to alkaline pH sensitivity (Giaever et al. 2002;
Serrano et al. 2004). Moreover, when Pn-AMP1, a small cat-
ionic Cys/Arg-rich antimicrobial peptide with alkalinizing
properties, was added to cultures of bckl A or sit2 A strains,
these mutant cells failed to grow (Kwon et al. 2016). The work
conducted by Serrano et al. in 2006 showed that SIt2 was
specifically activated under alkaline stress, and this activation
had a fast and transient nature (5—15 min). bckl A, sIf2 A,
swi4A, and swi6 A strains showed not to be capable to grow
on alkaline medium. Interestingly, lack of Wsc1 but not Wsc2,
Wsc3 or Mid2 led to alkali sensitivity, pointing that Wscl was
the CWI pathway component responsible for sensing the
stress. The Wscl Tyr'® conserved intracellular residue and
the whole extracellular domain was shown to be crucial for
alkaline pH tolerance. They, therefore, proposed that the ex-
ternal alkaline pH might be affecting the glucan portion of the
cell wall, thus activating the CWI pathway through Wsc1 and
leading to Slt2 activation and induction of genes encoding cell
wall proteins, such as GSC2/FKS2, DFG5, SKT5, or CRH1
(Serrano et al. 2006).

The CWI pathway responds to plasma
membrane stress

Although treatment of yeast cells with compounds that
directly alter the plasma membrane, such as SDS, chlor-
promazine, or amphotericin B/nystatin, results in a rapid
CWTI activation (Table 1), three physical insults that ul-
timately affect this structure and also led to SIt2 phos-
phorylation have been experimentally addressed in more
detail: heat or cold treatment, hypo-osmotic shock, and
compressive mechanical stress.
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High and low temperatures

Growth at elevated temperatures was the first environmental
condition to be related to the MAPK Slt2 (Torres et al. 1991)
and the first one shown to stimulate the CWI pathway
(Kamada et al. 1995). Although the molecular basis is still
not clear, several mechanisms related to plasma membrane
stress could contribute to CWI activation by high temperature.
First, the increased membrane fluidity promoted by heat could
cause a plasma membrane stretching. Second, the trehalose
production in response to heat stress could be altering the
turgor pressure. In fact, SIt2 is hardly activated in a #ps/ mu-
tant that is unable to accumulate trehalose (Mensonides et al.
2005). Moreover, the involvement of the different CWI recep-
tors in the detection of this stimulus is controversial. Although
the Wsc membrane sensors were firstly implicated in sensing
high temperature (Gray et al. 1997; Verna et al. 1997), later
reports suggested that Mid2 also act as a CWI pathway sensor
for this stress (Rajavel et al. 1999; Ketela et al. 1999; Martin
et al. 2000).

The CWI pathway has also a role in cold adaptation
(Corcoles-Saez et al. 2012). Mutants affected in Wscl,
Bckl, or SIt2 are unable to grow at 12 °C and catalytically
active Slt2 is required to restore cold resistance. However, SIt2
activation under cold treatment does not lead to Rlml and
Swi4/6 upregulation but seems to impinge on the TORC1-
cAMP-PKA signaling network (Corcoles-Saez et al. 2012).

Hypo-osmotic shock

Changes in extracellular osmolyte concentration require the
rapid modification of the intracellular abundance of solutes
to maintain the osmotic equilibrium. When yeast cells face
hyperosmotic stress, the HOG pathway is activated, resulting
in the phosphorylation of the Hogl MAPK. Hogl activation
leads to an increase of intracellular glycerol by both induction
of genes involved in glycerol biosynthesis and uptake and
inhibition of the plasma membrane aquaglyceroporin Fpsl
with subsequent blockade of glycerol efflux. On the contrary,
a hypo-osmotic shock is palliated through the opening of
Fpsl1, which allows the efflux of glycerol and thus restores
the osmotic equilibrium and prevents bursting (Hohmann
2015). The opening of Fpsl seems to depend on the CWI
MAPK SIt2 (Ahmadpour et al. 2016).

Hypo-osmotic shock also behaves like a plasma membrane
stress, since it results in a marked increase in turgor pressure
and consequently provokes a plasma membrane stretching.
The CWI pathway has been reported to participate in the re-
sponse to a rapid drop in the external osmolarity. This stress
leads to fast and transient phosphorylation of SIt2 that requires
upstream kinases Mkk1/2, Bckl, and Pkcl (Kamada et al.
1995; Davenport et al. 1995). However, it is unclear how the
signal reaches the CWI pathway kinases, as well as the elicited



Int Microbiol

output. Upon hypo-osmotic shock, Ypkl and Ypk2 kinases
support Rhol localization at the bud cortex through flippase
inhibition and phosphatidylserine spatial reorganization
(Hatakeyama et al. 2017). In cholA cells, lacking the only
gene encoding phosphatidylserine synthase, the cortical local-
ization of both Rhol and Pkcl is lost following this stress.
However, phosphorylation of Slt2 in response to hypo-
osmotic shock was observed in cholA cells, indicating that
localization of these upstream CWI components at the bud
cortex is not essential for the downstream MAPK cascade
activation (Hatakeyama et al. 2017). It is interesting to note
that, in contrast to other stimuli, such as heat shock or
latrunculin treatment (see below), hypo-osmotic shock does
not lead to SIt2 activation in cells containing the constitutively
active BCK1-20 allele as the only Bck1 source. This suggests
that hypo-osmotic shock might lead to Bckl activation
through a mechanism different from other stresses (Harrison
et al. 2004). In sum, we still have a very poor idea of how the
pathway is activated by this stress.

Compressive mechanical stress

High extracellular pressure not only affects the cell wall but
also the plasma membrane integrity, leading to cell lysis.
Much insight on the signaling components that mediate the
response to mechanical compression has been obtained by
using a microfluidic platform to specifically trigger compres-
sive stress. The Wscl sensor was known to act as a
mechanosensor capable of sensing and responding to turgor
pressure on the cell wall and plasma membrane caused by
hypo-osmotic or heat shock (Dupres et al. 2009). However,
lack of Wscl did not affect translocation to the plasma mem-
brane of Pkc1-GFP, a reporter protein of the CWI activation,
in cells subjected to compressive mechanical stress, (Mishra
et al. 2017). In contrast, Rho1-GFP and Pkc1-GFP transloca-
tion to the plasma membrane was not observed upon
mechanostress in the absence of Mid2, indicating that this is
the sensor of this stress. High extracellular pressure also acti-
vated calcium signaling and specifically calcineurin, which
suggests that the CWI and calcineurin pathways have cooper-
ative roles. Consistently, a double mutant defective in the reg-
ulatory calcineurin component Cnb1 and the MAPK SIt2 suf-
fered exacerbated cell lysis upon compressive stress (Mishra
et al. 2017).

A parallel study carried out by Delarue et al. (2017) using a
similar experimental approach also demonstrated the key role
of the CWI pathway in response to compressive mechanical
stress. These authors found that Slt2-GFP shifted from the
nucleus to the cytoplasm and Pkc1-GFP translocated from
the bud neck to the plasma membrane. Moreover, they
showed that survival under mechanostress conditions not only
requires the Mid2-activated CWI pathway but also the SMuSh
osmosensing pathway (so-called for activation of the

MAPKKK Stell through Mucin Msb2/Shol of the HOG
pathway). When both pathways are dysfunctional, cells lyse
at relatively low pressure and therefore these authors name
this mechanosensory system the SCWISh (survival through
the CWI and SMuSh) network (Delarue et al. 2017).

The CWI pathway-mediated response
to oxidative stress

Some compounds and physiological conditions increase the
number of reactive oxygen species (ROS) inside the cell, caus-
ing serious damage to cellular components and threatening
cell integrity. Response to this oxidative stress by yeast cells
is very complex and includes the activation of the CWI.

The lipid hydroperoxides were the first described oxidants
able to induce the CWI pathway activation. These compounds
promote oxidative damage of membrane lipids and proteins.
Sit2 phosphorylation increased after 5 min of linoleic acid hy-
droperoxide (13-hydroperoxylinoleic acid; LoaOOH) treatment
and decreased considerably after 30 min, suggesting a rapid and
transient activation of the pathway. Consequently, SL72 deletion
rendered cells sensitive to this compound. Although little was
investigated about how the stimulus is detected and transduced,
it was demonstrated that SIt2 is important in regulating tran-
scripts related to cell surface and metabolism after lipid hydro-
peroxide exposure (Alic et al. 2003).

L-Dopa and other catecholamines, as well as hydrogen per-
oxide (H,0O,), were also shown to activate the CWI pathway
(Staleva et al. 2004). The list of oxidizing agents that were
able to trigger this pathway soon included the thiol oxidant
compound diamide (Vilella et al. 2005). However, these
agents differ in the mechanisms leading to SIt2 activation.
Diamide likely alters cell wall proteins by oxidizing them,
and therefore osmotic stabilization by sorbitol prevents CWI
activation in response to this compound. The stress promoted
by diamide through the CWI pathway is mostly detected by
Mtll and then transduced through regular elements of the
route: Rom2, Pkcl, and the MAPK module (Bckl, Mkk1/2,
and Slt2), leading to the activation of the transcriptional factor
RIm1 (Vilella et al. 2005). In contrast, H,O, exerts its action at
the intracellular level, as sorbitol addition does not prevent
MAPK activation. In this case, the signal is also transduced
through Rom2, Pkcl, and the MAPK module but the oxida-
tive stress is partially sensed by cell wall sensors Mid2 and
Mtll. Both H,0, and diamide cause actin cytoskeleton depo-
larization (Fig. 1), but in an Mtll-dependent manner in the
case of diamide, supporting Mtll function as sensor for
diamide-induced damage. After treatment with this agent,
Pkel localizes to the cell periphery and cell walls become
thicker due to the induction of the CWI-mediated compensa-
tory mechanism. After H,O, treatment, actin cables are rapid-
ly restored if Pkel is overexpressed (Vilella et al. 2005).
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Interestingly, Mtl1 is also required to inactivate both Torl and
Ras2 functions in response to H,O,, and the absence of Mtl1
renders cells sensitive to this oxidative stress (Petkova et al.
2010). All this evidence indicates that Mtl1 is a key sensor for
oxidative stress.

A remarkable output of the CWI pathway activation by
H,0, is the Slt2-mediated destruction of cyclin C. Under this
oxidative stress, the MAPK SlIt2 phosphorylates cyclin C,
which translocates from the nucleus to the cytoplasm,
allowing the expression of stress response genes that are re-
pressed by the Cdk8 kinase module (CKM) formed by cyclin
C, Cdk8, Med12, and Med13. Nuclear release of cyclin C
requires the previous degradation of Medl13, triggered by
SIt2 and Snfl (Jin et al. 2014, 2015; Willis et al. 2018). In
the cytoplasm, before its ubiquitin-mediated proteolysis, cy-
clin C promotes mitochondrial fission, which facilitates sur-
vival to exogenous H,O, stress. Therefore, SIt2 plays an im-
portant role in coordinating oxidative stress-induced gene in-
duction and mitochondrial fission through cyclin C re-
localization and degradation (Krasley et al. 2006; Cooper
et al. 2014). Interestingly, whereas Mtl1 and either Wscl or
Mid?2 are required jointly to induce cyclin C destruction under
low oxidative stress conditions (0.4 mM H,0,), in cells ex-
posed to elevated reactive oxygen concentration (0.8 mM
H,0,) either Mtllp or Wsclp/Mid2p group is sufficient to
induce cyclin C destruction (Jin et al. 2013). In any case, the
removal of all these receptors is necessary for blocking S1t2
phosphorylation in response to H,O, (Jin et al. 2013).

There are other compounds whose ability to activate
the CWI pathway has been also explained in terms of
their oxidative nature. This is the case of (i) chloroquine,
an antimalarial drug that increases intracellular ROS
levels in S. cerevisiae and causes cell death (Islahudin
et al. 2013); (ii)) cadmium, an important environmental
pollutant heavy metal and one of the major components
of cigarette smoke that is of special interest because it has
been associated with various cancers, neurological disor-
ders, and reproductive system defects (Xiong et al. 2015);
(iii) zinc-oxide nanoparticles, a class of nanomaterials
broadly used nowadays for different applications such as
drug delivery and food or cosmetics production, but gen-
erating health problems to consumers upon prolonged ex-
posure (Babele et al. 2018); and (iv) valproic acid, a
short-chain fatty acid that is widely prescribed to treat
psycho-neurologic disorders and is considered to have
potential anticancer properties (Golla et al. 2016).
Treatment of yeast cells with any of these four agents
was shown to induce Slt2 phosphorylation, and removal
of this MAPK rendered cells sensitive to them.
Interestingly, Wscl seems to be the sensor that triggers
CWI pathway activation in response to these stimuli, ex-
cept for cadmium-induced stimulation that is mediated by
Mid2 (Xiong et al. 2015).
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Genotoxic stress impinges in the CWI
pathway at the MAPK level

DNA damage can impair the correct function of cellular pro-
cesses, and even induce cell death when severe. Thus, DNA
surveillance and effective repairing mechanisms are essential
to maintain genome integrity. This is mediated by a set of
signaling cascades included in the DNA damage response
(DDR) network (Harper and Elledge 2007).

Bryan et al. (2004) reported that s/¢2 mutant cells displayed
decreased cell viability after UV irradiation. Soon after, strong
phosphorylation of Slt2 in cells exposed to hydroxyurea (HU),
a DNA replication blocking agent, as well as hypersensitivity
to this compound of s/£2A and pkcl /A mutants, was described
(Queralt and Igual 2005). The genotoxic combination 8-
methoxypsoralen (8-MOP) plus ultraviolet A (UVA) induced
S1t2 upregulation and phosphorylation, and the mutant defec-
tive in this MAPK showed reduced survival compared with
wild-type cells after treatment with 8-MOP/UVA, 3-
carbethoxypsoralen/UVA, or 1,6-dioxapyrene/UVA
(Dardalhon et al. 2009).

Distinct findings further connected the CWI pathway with
the response to DNA damage. In a phosphoproteomic study, in
addition to the phosphorylation of conserved residues within the
SIt2 activating loop, other two SIt2 residues (S423 and S428)
were detected phosphorylated after incubation with the
alkylating agent methyl methanesulfonate (MMS) that causes
methylation of DNA bases (Albuquerque et al. 2008).
Interestingly, caffeine treatment also resulted in the phosphory-
lation of these same residues of Slt2, which was shown to be
dependent on the DNA damage checkpoint kinases, Mec1/Tell
and Rad53 (Truman et al. 2009). Furthermore, the amount of
SIt2 increased and localized in the nucleus when yeast cells are
exposed to MMS, where it seemed to be required for appropriate
regulation of ribonucleotide reductase genes in response to
DNA damage (Bandyopadhyay et al. 2010). Moreover, both
SLT2 and BCK1 interact genetically with different DNA damage
checkpoint genes (Bandyopadhyay et al. 2010). Soriano-Carot
etal. (2012) connected again the MAPK SIt2 to the maintenance
of genome integrity after treatment with diverse genotoxic
agents, such as HU, MMS, the double-strand break inductor
phleomycin, and UV irradiation, which causes covalent cross-
linking of adjacent pyrimidine bases. This study revealed that,
independently of the DNA integrity checkpoint, SIt2 becomes
phosphorylated and thus activated as a result of the DNA dam-
age, and that the lack of this MAPK results in hypersensitivity to
these genotoxic treatments (Soriano-Carot et al. 2012). In the
same work, Slt2 was found to be essential for the Swel degra-
dation necessary to restore the cell cycle after HU treatment.

On the whole, all these results suggest that a functional S1t2
is crucial to cope with DNA damage, independently of the
genotoxic mechanism. Nevertheless, Soriano-Carot et al.
(2014) observed that the activity of Pkcl was necessary for
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the activation of the DNA integrity checkpoint kinases Mec1
and Tell in a MAPK cascade-independent manner, and that
Pkel suffered a Tell-dependent phosphorylation in response
to DNA damage, suggesting the existence of a feedback reg-
ulatory loop (Soriano-Carot et al. 2014).

Although it was reported that the lack of the Wsc receptors
of the CWI pathway resulted in the hypersensitivity of cells to
genotoxic agents (Zu et al. 2001; Leduc et al. 2003), Liu and
Levin (2018) recently showed that genotoxic stress is sensed
intracellularly at the MAPK level. These authors demonstrat-
ed that the activation of Slt2 does not rely on the stimulation of
the upstream kinases in such conditions (Liu and Levin 2018).
The instigator of Slt2 phosphorylation due to DNA damage by
HU or MMs is the ubiquitin-mediated proteasomal degrada-
tion of Msg5, the dual-specificity protein phosphatase (DSP)
that downregulates Slt2 in basal conditions. Surprisingly, pro-
teolysis of this DSP did not require the SIt2 catalytic activity,
which suggests a possible role of Slt2 as a scaffold for the
ubiquitin ligase that modifies Msg5 post-translationally.
Accordingly, SIt2 did not retro-phosphorylate its MAPKKs
in response to HU in contrast to that occurring under cell wall
stress (Jimenez-Sanchez et al. 2007).

The CWI pathway detects metalloid-induced
stress

Arsenic is one of the most significant potential environmental
poison and a big threat to human health. Therefore, yeast has
been used in order to gain insight into the cellular responses
that the two main forms of this metalloid, as trivalent arsenite
[As(II)] and pentavalent arsenate [As(V)], induce in this
model system. The CWI pathway activates in response to both
arsenate (Matia-Gonzalez and Rodriguez-Gabriel 2011) and
arsenite (Ahmadpour et al. 2016). Interestingly, SIt2 promotes
arsenite expulsion via the aquaglyceroporin Fpsl
(Ahmadpour et al. 2016).

The CWI route senses TORC1 inhibition

Nutrient signaling drives anabolic and growth-related process-
es through TORCI activation. The inhibition of TORCI, ei-
ther by rapamycin exposure or nutrient starvation, induces a
quiescent state of yeast cells. In these conditions, the PKC
pathway is essential for cell viability (Krause and Gray
2002; Torres et al. 2002). Rapamycin has diverse effects, in-
cluding actin cytoskeleton disorganization, activation of the
MAPK SIt2, and remodeling of the cell wall, making cells
more resistant to cell wall stresses, such as zymolyase
(Krause and Gray 2002; Torres et al. 2002). The picture
depicting the outputs of rapamycin-induced SIt2 phosphory-
lation is far from complete, but at least includes two targets.

The first one is the phosphorylation of Bceyl, the regulatory
subunit of the protein kinase A (PKA). PKA is involved in the
regulation of growth-related processes, and phosphorylation
of Beyl promotes its inhibition (Soulard et al. 2010). The
second one is the Slt2-mediated phosphorylation of the
CDK inhibitor Sicl, leading to its stabilization and the pro-
motion of G1 arrest (Moreno-Torres et al. 2015). Therefore,
by monitoring TORC1 activity, the CWI pathway coordinates
nutrient availability with growth and cell cycle progression.

Caffeine treatment also activates the CWI pathway (Martin
et al. 2000) and it seems that this compound acts through
TORCT1 inhibition (Kuranda et al. 2006). Neither Wscl nor
Mid2 mediate caffeine-triggered CWI signaling. However,
some kind of cell wall damage is likely to occur under treat-
ment with this drug, since sorbitol rescued caffeine sensitivity
of mutants affected in the CWI pathway. Osmotic stabilization
also prevented caffeine-induced SIt2 phosphorylation (Martin
et al. 2000). Interestingly, caffeine led to phosphorylation of
the S1t2 C-terminal extension at Ser423 and Ser428. As indi-
cated above, this phosphorylation was dependent on the DNA
damage checkpoint kinases, Mec1/Tell and Rad53, and spe-
cifically prevented Slt2 association with Swi4 and therefore
blocked SBF activation (Truman et al. 2009). Moreover,
uncoupling between SIt2 phosphorylation and Rlml-
dependent transcriptional induction has been described in
cells treated with caffeine (Kuranda et al. 2006).

Is the actin cytoskeleton alteration the signal
that triggers the CWI pathway activation
under some stresses?

The treatment of yeast cells with the actin-depolymerizing
drug latrunculin B leads to SIt2 activation. Mutants affected
in transmission through the CWI MAPK module became bi-
nucleate without forming buds when exposed to this drug
since this pathway is necessary for the morphogenesis check-
point responsible for arresting cells in G2 when they are un-
able to bud because of the latrunculin B treatment (Harrison
et al. 2001). Moreover, the CWI pathway MAPK module is
also necessary for the actin repolarization (Delley and Hall
1999) that follows the transient depolarization caused by dif-
ferent Slt2-activating conditions, such as heat or oxidative
stress (Table 1). Whether activation of the CWI pathway under
these stresses is a consequence of the actin cytoskeleton alter-
ation or not remains to be discerned in most cases. Prevention
of SIt2 activation by osmotic stabilization can be considered
an indicator of a primary cell wall defect. For example, in the
case of rapamycin treatment, sorbitol prevents both activation
of the pathway and actin depolymerization, placing the origin
of the stress at the cell wall (Krause and Gray 2002; Torres
et al. 2002). In contrast, acid pH promotes acting depolariza-
tion and Slt2 activation, but these effects are not remedied by

@ Springer



Int Microbiol

sorbitol (Claret et al. 2005). Furthermore, latrunculin-driven
Slt2 activation does not seem to depend on Wsc or Mid2 cell
wall sensors (Harrison et al. 2001), leaving the question open.

Activation of the CWI pathway
in non-Saccharomyces fungi

The CWI pathway is mostly conserved in different fun-
gal species and it is central for them to sense and re-
spond to stimuli that directly stress the fungal cell sur-
face, such as Congo red or echinocandins (Gonzalez-
Rubio et al. 2019; Dichtl et al. 2016). However, as
occurring in S. cerevisiae, this signaling route also re-
sponds to stresses not directly related to the cell wall,
like alkaline pH, caffeine, or heat shock in other fungi
(Dichtl et al. 2016). In the case of the pathogen
Candida albicans, the MAPK of the CWI pathway,
Mkcl, is phosphorylated in response to oxidative and
osmotic stress, calcium ions, and low-temperature
shocks. In addition to cell wall biogenesis, it regulates
morphogenesis and biofilm formation (Monge et al.
2006). Importantly, the CWI pathway is crucial for vir-
ulence and for intrinsic adaptation to stress induced by
antifungals, not only in C. albicans but also in other
human pathogenic fungi, such as Candida glabrata,
Aspergillus fumigatus, and Cryptococcus neoformans
(Dichtl et al. 2016). Therefore, the research in these
pathogenic fungi and the possibility of finding inhibito-
ry drugs of this pathway would keep benefiting from
findings in budding yeast.

The analogous pathway of the non-pathogenic model yeast
Schizosaccharomyces pombe, named CIP (cell integrity path-
way), is also activated in response to oxidative stress, glucose
deprivation, as well as hypertonic and hypotonic stresses
(Pérez and Cansado 2010). This pathway participates in ion
homeostasis and vacuole fusion but its biological significance
in the regulation of cell wall biosynthesis is not clearly defined
yet, in spite of its activation by cell wall stress (Pérez et al.
2018). Thus, the CWI pathway seems to be a very flexible
cellular tool to orchestrate the response to distinct stresses in
fungi.

Concluding remarks and perspectives

The CWI pathway is best characterized in S. cerevisiae than
in other fungi. In almost 30 years since the identification of
the first core components of the CWI pathway, Pkcl and
Slt2, the involvement of this signaling pathway in the cell
wall stress response has been deeply studied and character-
ized (Levin 2011). However, apart from cell-wall altering
drugs and enzymatic complexes, many other chemical and
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physical agents have been found to activate this pathway,
which is essential for yeast cells to defend from these con-
ditions. However, the nature of the stress faced by the yeast
cell in these situations is frequently not well defined, ham-
pering the analysis of the physiological role of the CWI
pathway. For example, acetic acid perturbs the plasma mem-
brane (Guerreiro et al. 2016) (Table 1), but it also induces
accumulation of ROS and therefore promotes oxidative
stress (Guaragnella et al. 2007). In other cases, compounds
with opposite properties, such as the oxidant H,O, and the
antioxidant quercetin, activate the CWI pathway (Vilaga
et al. 2012) (Table 1). Other drawbacks to knowing the
stimulation mechanism come from the fact that sometimes
osmotic stabilization prevents both the sensitivity of mutants
affected in the pathway and the activation of SIt2 induced by
a given compound, suggesting that it is somehow damaging
the cell wall, although its effect on this structure is not ev-
ident. Plasma membrane stress is not easily distinguishable
to cell wall stress since these structures are intimately related
and alteration of any of these structures generally gives rise
to actin depolarization. Other CWI-activating stresses are not
related to cell surface disturbances neither mediated by up-
stream components of the pathway but generate intracellular
inputs, namely the genotoxic stress (Liu and Levin 2018).
Furthermore, the different timing of the activation triggered
by compounds altering the same cellular target also reflects
the complexity of the sensing process. For example, both
hypo-osmotic shock and high temperature provoke plasma
membrane stress but, while the former triggers a very fast
and transient response of the CWI pathway (Kamada et al.
1995; Davenport et al. 1995), the later induces a slower and
sustained activation (Martin et al. 2000).

Altogether these findings evidence that the CWI pathway
responds to a diverse array of both intra and extracellular
inputs (Fig. 1). Not only the numerous stimuli but also the
different outputs of this pathway provide an excellent plat-
form to study the diverse molecular mechanisms that allow
signal sensing, integration, dissemination, and specificity in
MAPK signaling. Future challenges include the discernment
of the nature of the signals detected by the pathway, the
elucidation of the different CWI pathway-related protein
complexes assembled according to the signal, and the attain-
ment of a complete map of cellular targets regulated in each
response.
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