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Study of the negative regulation of the mating and cell wall integrity MAPK

pathways by protein phosphatases in Saccharomyces cerevisiae

Introduction

Mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathways constitute very tightly regulated signalling
modules that both transmit and convert extracellular stimuli into appropriate cellular responses.
The MAPK pathways are highly conserved in eukaryotes from yeast to human and are involved in
many physiological processes such as cell growth, differentiation, metabolism, apoptosis and
stress responses (Cargnello and Roux, 2011). MAPK pathways share a common architecture of a
three-tiered kinase cascade comprised of a MAPKKK, a MAPKK and the MAPK itself where
activation results from the sequential phosphorylation of each component (Hamel et al., 2012).
Upon activation, MAPKs phosphorylate distinct targets including transcription factors that account
for the expression of certain genes essential for the biological response (Yoon and Seger, 2006).
One property of these pathways is that the duration and magnitude of activation plays a major
role in determining the biological outcome of signalling. Therefore the protein phosphatases are
the main negative regulators of these cellular routes by limiting excessive signalling activity
(Caunt and Keyse, 2013). The dephosphorylation could be achieved by serine/threonine
phosphatases (including PP1, PP2A, PP2B and PP2C subfamilies), tyrosine phosphatases
(PTPs) and dual-specificity phosphatases (DSPs). These dephosphorylation events not only
require a transient enzyme-substrate interaction involving the active site of kinases and
phosphatases, but also the formation of a complex through specific docking interactions between
conserved regions within the enzymes. Such docking sites are located outside the catalytic
domains of these proteins and promote binding specificity and high affinity interactions. One of
the best characterised docking motifs found in MAPK-interacting proteins, such as PTPs and
DSPs, is the D-domain (Bardwell and Shah, 2006), which comprises a cluster of basic residues
followed by a hydrophobic sub-motif that binds to the common docking (CD) domain which is
composed of acidic residues located in the MAPKs (Akella et al., 2008).

The yeast Saccharomyces cerevisiae has five MAPK signalling pathways involved in mating,
pseudohyphal/invasive growth, osmoregulation, ascospore formation and cell wall integrity (CWI)
(Chen and Thorner, 2007). It has been described that several protein phosphatases are involved
in the downregulation of the MAPKs Fus3, SIt2 and Hog1 from the mating, CWI and high
osmolarity pathways respectively. While the PP2C phosphatases, namely Ptc1, Ptc2 and Ptc3,
are known to act on the MAPK Hog1, the tyrosine phosphatases Ptp2 and Ptp3 show redundancy
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and promiscuity because they can act on Fus3, SIt2 and Hog1. The DSP Msg5 is a negative
regulator of the mating and CWI pathways and its paralogue Sdp1 only dephosphorylates the
MAPK SIt2 (Martin et al., 2005).

Objectives

The aims of this study are headed for the identification of novel negative regulators of the mating
and CWI MAPK pathways and the characterization of the domains involved in the interaction of
the already known DSPs Msg5 and Sdp1 with the MAPK SlIt2 and the pseudokinase Mip1 in

order to gain insight into the mechanisms that control specificity and fidelity through signalling.

Results and Discussion

1. Analysis of the domains involved in the interaction of the DSPs Msg5 and Sdp1 with the
MAPK Slt2 and the pseudokinase Mip1

Previous studies carried out in our laboratory revealed that neither the D domain of Msgb nor the
CD domain of Slt2 or Mip1 are involved in the interaction between these proteins (Marin , 2009),
contrary to the mechanism used by Msg5 to bind the MAPKs Kss1 or Fus3 (Remenyi et al.,
2005). In an attempt to localize the Msg5-binding region within SIt2 and Mip1 we proved through
pull-down experiments that a SIt2 or Mip1 fragment spanning aminoacids 274-373 was able to
bind Msg5 in a CD-independent manner. Next we tried to define the residues within Msg5 and
Sdp1 important for binding to SIt2 or Mip1. Our BLAST analysis revealed a short region of
homology in the N-terminal regulatory domain of fungal Msg5 orthologues that contains an IYT
motif. To address the involvement of this putative motif in binding to the CWI kinases the
conserved lle, Tyr and Thr were changed to Ala both in Msg5 and Sdp1 and the interaction with
SIt2 and MIp1 was assayed by two-hybrid, in vitro and in vivo co-purification experiments. Our
data showed that loss of the IYT motif prevented Msg5 and Sdp1 from binding to SIt2 or Mip1.
Cells expressing the mutant Msg5'AYATA in @ msg5A background showed an intermediate Congo
red sensitivity between msg5A cells and the wild type strain, suggesting that Msg5/AYATA s not
able to fully complement the lack of Msg5. However, no differences were detected in the
transcription of several CWI regulated genes or in the SIt2 phosphorylation between cells
expressing Msg5 or Msg5'AYATA, Due to the absence of an evident phenotype in sdp1A cells we
studied the effect of the lack of YT through overexpression. Interestingly, MLP1 transcription was
significantly higher in cells overexpressing the mutant Sdp1AYATA  compared to those
overexpressing wild type Sdp1, indicating a reduced function of Sdp1'AYATA version on Sit2

activity. We next investigated the importance of the IYT motif in the ability of catalytically inactive
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versions of Msgb and Sdp1 to form a stable complex with Slt2, a phenomenon known as

substrate trapping that leads to a high phosphorylation of the MAPK but interferes with signal
transmission towards its substrates. Of remark, removal of the IYT motif from catalytically inactive
Msg5 or Sdp1 reduced the amount of phospho-Sit2 and increased the RIm1-dependent
transcriptional activation, indicating significant reduction of the trapping effect due to a diminished
interaction between the MAPK and the inactive DSPs. It has been described that Msg5 gets
phosphorylated by SIt2 following activation of the CWI pathway (Flandez et al., 2004).
Interestingly, a significant reduction in Msg5 phosphorylation was observed in the Msg5AYATA
mutant as compared with the wild type indicating that the IYT is also critical for this post-
translational modification. Furthermore, our results showed that removal of 7 putative MAPK
phosphorylation sites located at the C-terminal extension of Msg5 abolished this SIt2-mediated
post-translational modification of the DSP, suggesting that some of these residues are

phosphoylated by SIt2 upon stimulation of the CWI pathway.

2. Identification of novel negative regulators of the mating and CWI MAPK pathways

In order to identify novel putative phosphatases operating in yeast MAPK signalling, we took
advantage of growth inhibition promoted by overproduction of constitutively active components of
the mating and CWI pathways to perform the screening of a collection of 43 protein phosphatases
or phosphatase-regulatory proteins. Selected phosphatases, which alleviate the induced growth
inhibition when overproduced, were further studied by their ability to downregulate expression of
mating and CWI responsive promoters and the consequences on MAPK signalling of their
removal. The overexpression of already known downregulators of the mating pathway such as
Msg5 and Ptp2 but also Ptp1, Ppg1, Oca2 and Ptc2 recovered cell growth inhibition caused by
the G subunit Ste4 overexpresion and efficiently reduced FUS7-driven transcription in cells that
express the hyperactive allele of the MAPKKK Ste11-4. These results suggest that these
phosphatases could act downstream Ste11 in the MAPK module. Regarding the CWI pathway we
performed two complementary screenings in which this pathway was activated from two different
levels using a constitutively active mutant of Pkc1 (Pkc1AAA) or a version of the MAPKKK Bck1
lacking the first 1171 aminoacids (Bck1CT) whose overexpression under the GALT promoter
results in growth inhibition. The ten phosphatase-related genes selected in the Bck1CT-based
screening (Ptc1, Ptc2, Ptc4, Cnb1, Oca2, Oca6, Ptp1, Ptp2, Msg5 and Sdp1) were also able to
reduce MLP1-driven transcription under stimulation of the pathway with Congo red, suggesting
that they may act on the MAPK module. Among the positives found exclusively in the Pkc1AAA

screening only Mih1, Yvh1, Tep1 and Psr1 reduced CWI signalling. The tyrosine phosphatase
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Ptp1 came up in both mating and CWI screenings and proved to be one of the strongest negative
regulators of these pathways when overexpressed. In addition, ptp7A cells showed a slight but
significant increase in signalling through both pathways suggesting that this phosphatase is likely
to be a negative regulator. In fact, our pull-down experiments showed that Ptp1 physically
interacts with SIt2 and Fus3 so that it could have a role by acting on these MAPKs. We also found
that the overexpression of the DSP Yvh1 rescued growth inhibition promoted by Pkc1AAA and
reduced MLP1-driven transcription while its deletion resulted in high SIt2 phosphorylation and
Congo red sensitivity. All these phenotypes were independent of its catalytic activity indicating
that the role of Yvh1 on the ribosomal assembly, which is also independent of its phosphatase
activity, could be important for all these functions (Kemmler et al., 2009). In fact, a mutant lacking
the Mrt4 assembly factor also showed high levels of phospho-Sit2, reduced MLP1-driven
transcription and increased sensitivity to Congo red as compared with wild type cells, supporting
the view that the function of these factors in ribosomal maturation is essential for the cell wall

integrity.
3. Characterization of the functional target of the PP2C Ptc1 in the CWI MAPK pathway

It has been described that Ptc1 binds to Bck1 through the adaptor protein Nbp2 (Stanger et al.,
2012). Experiments performed previously by our group also pointed out that Ptc1 could be acting
on the CWI MAPK module (Palacios, 2010). Therefore, an epistatic analysis based on Ptc1
overexpression and using the dual phosphorylation of SIt2 as readout of pathway activation was
performed in order to know the target of Ptc1. Interestingly, Ptc1 overexpression reduced the
amount of phosphorylated SIt2 in a nbp2A strain, indicating that, in these conditions, Nbp2 is not
necessary for Ptc1 to act on the CWI target protein. When overexpressed, Ptc1 reduced the high
levels of phospho-SIt2 promoted by Bck1CT, a constitutively active version of Bek1 that lacks not
only the Nbp2-binding motif (Hruby et al, 2011), but also the Pkc1 phosphorylation sites
responsible for Bck1 activation (Levin et al., 1994). The fact that Ptc1 overexpression still reduced
the SlIt2 phosphorylation promoted by Bck1CT in a pkc1A strain clearly showed that the target is
neither Pkc1 nor Bck1 but a downstream kinase. Next we showed that Ptc1, when
overexpressed, brought down SIt2 phosphorylation caused by the expression of a constitutively
active Mkk1 version (MKK1S368) in a bck1A strain. All together these results indicate that Ptc1 is
acting at the MAPKK level of the CWI pathway. Moreover, overexpression of Ptc1 decreased
signaling on mkk1A or mkk2A cells showing that Ptc1 is able to act on both Mkk1 and Mkk2.
These results show for the first time in S. cerevisiae that a phosphatase is able to act on the
MAPK module a level different from the MAPK. Of remark, mkk1A and mkk2A mutants showed
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different levels of SIt2 phosphorylation. Since the absence of Ptc1 promotes the hyperactivation
of the CWI pathway (Gonzalez et al., 2006), the role of Mkk1 and Mkk2 in transmitting the signal
to SIt2 in a ptc1A strain was investigated. In contrast to Mkk2, the lack of Mkk1 promoted a strong

reduction of the high levels of phospho-SIt2 displayed by a ptc1A mutant and let the cells to grow
in the presence of Congo red. These data reinforce the idea that Mkk1 is more effective than
Mkk2 in signaling to Slt2.

Conclusions

1. A central region (amino acids 274-373) of the MAPK SIt2 and the pseudokinase Mip1 is
responsible for binding to the DSP Msgb5.

2. The Common Docking domain of SIt2 and Mip1 is not involved in the interaction with Msg5.

3. The N-terminal IYT motif of the DSPs Msg5 and Sdp1 is necessary for the interaction with the
MAPK SIt2 and the pseudokinase Mip1.

4. The IYT motif within Msg5 is required for the the phosphorylation of this DSP by Slt2 in the
presence of a cell wall stress.

5. The IYT motif is essential for the catalytic inactive versions of Msg5 and Sdp1 to trap Slt2.

6. Among the 16 putative MAPK phosphorylation sites within Msg5, the ones located in the C-terminal
extension are responsible for the mobility shift experienced by this DSP after SIt2 stimulation.

7. The protein phosphatases Ppq1, Ptc2, Ptp1 and Oca2 are putative novel negative regulators of
the MAPK module of the mating pathway, and Ptc2, Ptc4, Ptp1 and Oca2 of the MAPK module of
the CWI pathway.

8. The tyrosine phosphatase Ptp1 physically interacts with the CWI and mating MAPKs SIt2 and

Fus3 respectively and negatively regulates both pathways.

9. The DSP Yvh1 is important for the maintenance of cell wall integrity in an independent manner

of its catalytic activity.

10. The MAPKKs Mkk1 and Mkk2 are targets of the serine/threonine phosphatase Ptc1 in the
CWI pathway.

11. The kinase activity of Mkk1 but not Mkk2 is required for the increased CWI signaling
displayed by ptc1A mutants due to the principal role of Mkk1 in transmitting the signal through
this pathway.
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1. RUTAS de TRANSDUCCION DE SENALES MEDIADAS
POR MAPKs

1.1. Funcidn y estructura

Todas las ceélulas poseen la capacidad de detectar y generar respuestas apropiadas y
coordinadas frente a diferentes estimulos y cambios medioambientales. Entre los dispositivos
moleculares mas frecuentemente utilizados para llevar a cabo estas respuestas de adaptacion se
encuentran las rutas de transduccion de sefiales mediadas por MAPKs (Mitogen Activated
Protein Kinases). Por medio de ellas se regulan diferentes procesos celulares como el
metabolismo, la expresion génica, la proliferacion y diferenciacién celular o la apoptosis (Cowan
y Storey, 2003;Cargnello y Roux, 2011). A través de las rutas de MAPKs la célula detecta,
amplifica e integra sefiales procedentes del exterior para finalmente generar una respuesta
adecuada a través de modificaciones en su patron de expresion génica o en su actividad celular.
Los componentes y mecanismos implicados en estas rutas se encuentran altamente
conservados a lo largo de la evolucion en el dominio Eukarya (Hamel et al., 2012). Muchos de
ellos fueron identificados por primera vez en la levadura Saccharomyces cerevisiae, la cual es un
organismo modelo versatil gracias a la facilidad para realizar sobre él estudios genéticos,

bioquimicos y biolégicos (Chen y Thorner, 2007).

Las rutas de MAPKs se componen de un médulo central de tres protein quinasas cuya activacion
se produce de forma secuencial por fosforilacidn (Figura 1). Es decir, tras la llegada del estimulo
la MAPKKK (MAPK kinase kinase o MEKK) fosforila a la MAPKK (MAPK kinase o MEK) que
activa también por fosforilacion a la MAPK. Con este mecanismo se consigue tanto la
amplificacion como la integracion de diferentes sefiales iniciadas en la superficie celular
(Marshall, 1994;Cooper, 1994;Cobb y Goldsmith, 1995).

Para iniciar la cascada de sefializacion, el estimulo es percibido por un receptor que puede ser
de varios tipos: receptor acoplado a proteina G, sensor de fosforilacion histidina-aspartico
(sistemas de dos componentes), proteina integral de membrana o receptor de tipo tirosin
quinasa (Herskowitz, 1995). A continuacion, la sefial es transmitida al mddulo central de
quinasas MAP a través de proteinas intermediarias 0 moléculas adaptadoras que generalmente
son de tipo GTPasa (proteinas G) (Widmann et al., 1999). Estas proteinas G pueden ser

heterotriméricas (formadas por tres subunidades a, f y y) 0 monoméricas, pertenecientes a la
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superfamilia Ras. Seguidamente, las GTPasas actian sobre diferentes efectores intracelulares:
proteinas de la familia PAK (p21-activated-kinase), o bien, pertenecientes a la familia PKC

(protein quinasa C), ambas con actividad serin-treonin quinasa (Qi y Elion, 2005).

ESTiMULO

h

/ Receptor ™= —
/ l —

Proteinas intermediarias

RESPUESTA CELULAR ADAPTATIVA

Figura 1: Esquema del médulo de activacion en cascada de las rutas de MAPKs.

Una vez activada por alguna de estas quinasas, la MAPKKK; a través de su dominio catalitico C-
terminal, fosforila en residuos de serinas y treoninas a la MAPKK; y ésta, al ser una quinasa de
especificidad dual, fosforila a la MAPK en residuos de treonina y tirosina (T-X-Y) (donde X puede
ser glutamico, prolina o glicina, segun el tipo de MAPK) ubicados en posiciones conservadas
dentro del dominio de activacion (Bardwell, 2006;Krishna y Narang, 2008). Una vez activada, la
MAPK fosforila a otras proteinas en residuos de serina y treonina en motivos consenso T/SP
(treonina o serina seguidas de prolina) (Raman et al., 2007). Los sustratos de la MAPK son
fundamentalmente factores de transcripcion, reguladores de la traduccion, protein quinasas,
protein fosfatasas y otras proteinas implicadas en la regulacién del metabolismo, ciclo celular,
morfologia celular o expresion génica, como respuesta final frente a un estrés extracelular.
También se han descrito situaciones en las que la MAPK es capaz de regular directamente y por
si sola, la activacion transcripcional mediante la formacion de interacciones estables con el DNA
(Chow y Davis, 2006;Kim et al., 2008).
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En mamiferos, las rutas de MAPKs son claves para la regulacion de diferentes procesos

celulares de tal manera que alteraciones en ellas estdn en muchos casos relacionadas con el
cancer (Dhillon et al., 2007), la diabetes (Fransson et al., 2014), la obesidad (Hirosumi et al.,
2002), la respuesta inmune en procesos infecciosos (Rincon y Davis, 2009;Arthur y Ley, 2013),
las enfermedades coronarias (Muslin, 2008), inflamatorias (Kyriakis y Avruch, 2012),
autoinmunes (Kaminska y Swiatek-Machado, 2008;Kyttaris, 2012) o neurodegenerativas como el
Alzheimer, el Parkinson o la distrofia muscular (Lawrence et al., 2008). Por tanto, es realmente
importante conocer sus mecanismos de regulaciéon con el fin de desarrollar tratamientos
terapéuticos (Roberts y Der, 2007;Patterson et al., 2013).

Hasta el momento se han descrito 7 familias de MAPKs en mamiferos. Las MAPKs ERK1/2
(Extracellular signal-requlated kinase), cuyo motivo de activacion es TEY, se activan por
estimulos mitogénicos (factores de crecimiento, citoquinas) y regulan procesos de proliferacién,
desarrollo, diferenciacion y supervivencia celular (Kummer et al., 2012). Las MAPKSs tipo JNK (c-
Jun N-terminal kinases), con motivo de activaciéon TPY, responden principalmente a estimulos
asociados a estrés (térmico, osmético, isquemia, radiaciones UV, hormonas) y se encuentran
implicadas en procesos de inflamacién y apoptosis (Bogoyevitch y Kobe, 2006). Las MAPKs tipo
p38, cuyo motivo de activacion presenta una glicina (TGY), median respuestas inflamatorias con
produccion de citoquinas frente a distintos tipos de estrés (Roux y Blenis, 2004;Cuenda y
Rousseau, 2007). Ambas, JNK y p38, reciben el nombre de SAPKs (Stress-activated protein
kinases) (Raman et al., 2007). ERKS, con motivo TEY, es esencial en la angiogénesis y el
desarrollo cardiovascular y neuronal. Posee un extremo carboxilo terminal no catalitico con
funcidn probablemente autoinhibitoria (Buschbeck y Ullrich, 2005;Glatz et al., 2013). Las MAPKs
ERK3/4, NLK y ERK7, también llamadas MAPKs atipicas, son mucho menos conocidas
(Coulombe y Meloche, 2007). Las ERK3/4 carecen de los residuos conservados de treonina y
tirosina presentes en el dominio de activacion y en su lugar constan de un motivo SEG; estan

presentes exclusivamente en vertebrados (Aberg et al., 2009).

1.2 Mecanismos de requlacion de la fidelidad y especificidad

Resulta interesante destacar la fidelidad de sefalizacién que presentan estas rutas de MAPKs en
las que, en ciertos casos, una misma proteina opera en mas de una de ellas. Son necesarios
mecanismos de regulacién muy finos para asegurar que sistemas tan complejos funcionen

correctamente y que cada elemento actle Unicamente en la ruta adecuada. Con el fin de



Introduccion

mantener la eficacia, fidelidad y especificidad de sefalizacion se han descrito diferentes
mecanismos que controlan tanto la duracion e intensidad del estimulo como la actuacion
concreta de cada componente de la cascada (Tanoue y Nishida, 2002;Zhang y Dong, 2007),
garantizando la correcta localizacion subcelular espacial y temporal de los distintos elementos
(Gaestel, 2008;Brown y Sacks, 2009). Dichos mecanismos han sido revisados ampliamente
(Krishna y Narang, 2008;Saito, 2010) y los principales son: la existencia de dominios de union
(docking sites) especificos en las proteinas que participan en la sefializacién (Bardwell, 2006),
las interacciones facilitadas por proteinas de andamiaje o scaffold (Dard y Peter, 2006), la
presencia de varias isoformas de una misma proteina (Raman et al., 2007), la inhibicion de la
sefializacion cruzada (cross-falk) no deseada entre rutas (Schwartz y Madhani, 2004), el
aislamiento cinético (kinetic insulation) (Behar et al., 2007) y la existencia de retroalimentacion

positiva 0 negativa (feedback) (Hao et al., 2012).

Muchos de los mecanismos que controlan la fidelidad y especificidad de la sefial estan regulados
a su vez por modificaciones postraduccionales. Se trata de procesos como la fosforilacién,
acetilacion, metilacién, SUMOilacion, glicosilacién o ubiquitinacién (Molina et al., 2010;Whelan et
al., 2012;Hurst y Dohlman, 2013), mediante los que se modula la actividad enzimatica de las
proteinas, su localizacion subcelular, su interaccion con otras proteinas e incluso su estabilidad y
degradacion (Beltrao et al., 2013). La modificacion postraduccional mas importante en las rutas
de MAPKs es sin duda la fosforilacion (Minguez et al., 2013). En ella, un grupo fosfato se afiade
a residuos de serina, treonina, tirosina o histidina dando lugar a la transmision de la sefial en la
cascada de sefializacion. Ademas, la fosforilacion en residuos tanto cercanos como lejanos al
sitio de unién entre proteinas puede dar lugar a cambios conformacionales que modulen la
fuerza de union entre dos proteinas. Este hecho podria constituir un mecanismo de amplificacion
de la sefial al aumentar la selectividad de la interaccion (Sohaskey y Ferrell, 2002;Nishi et al.,
2011). Asimismo la fosforilacion puede regular la localizacion de las proteinas determinando su
presencia citoplasmatica o nuclear (Nardozzi et al, 2010). En ocasiones, fosforilacién y
ubiquitinacién son dos procesos coordinados ya que la fosforilacién es una sefial para que la
proteina sea ubiquitinada y por tanto degradada (Fuchs et al., 1996;Lin et al., 2003;Nguyen et al.,
2013).
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1.2.1 Proteinas de andamiaje (scaffold)

Un mecanismo esencial para garantizar la especificidad es la existencia de proteinas de
andamiaje, denominadas en inglés scaffold. Son proteinas capaces de reclutar a dos 0 mas
componentes de la cascada formando un complejo proteico que favorece la propagacion de la
sefal y evita el entrecruzamiento de rutas de sefializacion que comparten elementos entre si
(Morrison y Davis, 2003). Ademas, funcionan determinando la localizacion sucelular de los
componentes, acercandolos por ejemplo a la membrana plasmatica donde se recibe el estimulo
(Dard y Peter, 2006). La importancia de estas proteinas de andamiaje reside no sélo en este
reclutamiento sino porque también pueden funcionar como activadores alostéricos facilitando de
esta forma la actividad catalitica de las enzimas con las que interaccionan (Bhattacharyya et al.,
2006;Good et al., 2009). Asimismo se ha descrito que las proteinas scaffold aislan a las quinasas
de la accién de fosfatasas (Witzel et al., 2012) y que son suceptibles de ser reguladas a su vez
por dichas enzimas (Malleshaiah et al., 2010;Molina et al., 2010). Actualmente se ha sugerido
que las proteinas de andamiaje podrian ser prometedoras dianas terapéuticas ya que
garantizarian la inhibicion concreta de Unicamente una y no todas las diversas funciones de una
misma MAPK (Brown y Sacks, 2009).

1.2.2 Dominios de interaccion entre proteinas (dominios Docking)

La sefializacién a través de las cascadas de MAPKs se lleva a cabo gracias a interacciones
especificas proteina-proteina que conducen a la activacion secuencial correcta de cada uno de
los componentes. Al tratarse de interacciones enzima-sustrato, el reconocimiento méas importante
tiene lugar entre el sitio activo de la quinasa y el residuo fosfoaceptor localizado en la diana
correspondiente.  Sin embargo, las evidencias indican que existen otros determinantes
moleculares involucrados en dirigir las quinasas hacia sus sustratos correctos asegurando de
esta forma la transferencia de un grupo fosfato (Biondi y Nebreda, 2003;Goldsmith et al., 2007).
En la mayoria de las moléculas que interaccionan con MAPKs (MEKSs, factores de transcripcion y
fosfatasas), asi como en las propias MAPKSs, se han encontrado motivos esenciales para esta
unién que estan alejados del centro catalitico. Estos sitios favorecen una asociacion fisica de alta
afinidad entre la MAPK y su sustrato y determinan ademas su localizacién subcelular,
garantizando de esta forma la eficiencia y selectividad en la transmisién de la sefial (Grewal et
al., 2006).
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1.1.2.1 Dominios de unién en proteinas que interaccionan con MAPKs

El dominio més comun y mejor caracterizado en proteinas que interaccionan con MAPKs es el
denominado dominio D (por docking), también llamado dominio & o DEJL (docking site for ERK
and JNK, LXL). Se compone de un grupo de residuos basicos (argininas o lisinas) seguido de un
submotivo que contiene dos aminoacidos hidrofébicos (leucina, isoleucina o valina) separados
por un residuo cualquiera, respondiendo por tanto a la siguiente secuencia consenso: (K/R)1-3-
Xo-6-@X¢@) (Bardwell y Shah, 2006). Estos dos submotivos suelen estar acompafiados de un

tercer submotivo hidrofébico posterior.

Aparte de estar presentes en sustratos de MAPKs, los dominios D también se han encontrado en
proteinas reguladoras de estas MAPKs como protein fosfatasas, proteinas scaffold y sus
activadoras las MAPKKs (Enslen y Davis, 2001) (Tabla 1). De hecho, el motivo D se identifico
por primera vez en la MAPKK Ste7 de S. cerevisiae (Bardwell et al., 1996) y estda muy
conservado en eucariotas puesto que ha sido descrito posteriormente para todas las MEKs de
mamifero excepto para MKS, cuyo dominio de interaccion se compone de aminoacidos acidos
(Seyfried et al., 2005).

_Proteinas que Dominio D Tabla 1: Secuencia de los
interaccionan con (KIR)1.5-X™6-p-X-@ dominios D presentes en
proteinas que interaccionan

MAPKs con MAPKs.
MEKs/MKKs MEK1 MPKKKPTP---IQLNPAPDG Aparece indicada la secuencia

MEK2 MLARRKPVLPA-LTINPTIAE dgl _dominio D con los residuos
bésicos en verde y subrayados y

MKK3 GKSKRKKD---LKLSCMSKP los residuos hidrofébicos del
MKKE  SKGKKRNPG—-LKIPK ggg::ducid(g-c)j(é%ardwe;l (20(%?'
MKK4 SMQGKRKA----LKLNF
ScSte7  TLQRRNLKG--LNLNL
Protein fosfatasas MKP1 TIVRRRAKGA-MGLEHIVPN
PTPSL GLQERRGSNVSLTL
HePTP  RLQERRGSNVALML
Factores de transcripcion  ATF2 AVH KHKHE—MTLKFGPAR
ScDig1 KSLKRGRVPAPLNLSDSNTN
ScDig2 HSLKRKRVPPALNFSDIQAS
ScFar1 MMSKRGNIPKPLNLSKPISP



Introduccidn

Este dominio D también esta presente en la region aminoterminal de tirosin fosfatasas (PTPs:

protein tyrosine phosphatases) de mamiferos, en las que se denomind KIM (kinase interaction
motif) (Pulido et al., 1998). En algunos casos se ha descrito que la union a través del dominio
KIM da lugar a una regulacion reciproca entre la tirosin fosfatasa y la MAPK. De esta forma, la
region aminoterminal de ciertas PTPs es fosforilada por la MAPK y al mismo tiempo esta protein
fosfatasa desfosforila el residuo de tirosina del dominio de activacion de la MAPK. Ambos
procesos van acompafados de cambios conformacionales en ambas proteinas (Mustelin et al.,
2005;Peti y Page, 2013). Asimismo en las fosfatasas de especificidad dual (DSPs: dual
specificity phosphatases) también se han identificado diferentes dominios D en su regién
aminoterminal (Kondoh y Nishida, 2007). Sin embargo, no es necesaria la presencia de cada uno
de los tres submotivos del dominio D para que éste actle como tal. De hecho, estos tipos de

dominios D incompletos son muy habituales en las DSPs de mamiferos (Masuda et al., 2003).

Otro tipo de dominio de interaccion con MAPKs es el denominado dominio DEF (docking site for
ERK EXFP), también llamado sitio F, que consta de dos fenilalaninas (o una fenilalanina y una
tirosina) separadas por un aminoacido y seguidas de una prolina (FXFP) y esta localizado en el
extremo carboxiterminal de la proteina (Roux y Blenis, 2004). Este tipo de dominios se ha
descrito unicamente en proteinas que interaccionan con ERK1/2 (Lee et al., 2004;Sheridan et al.,
2008) y p38 (Galanis et al., 2001). Por ejemplo, las fosfatasas duales de mamifero DSP1, DSP4,
DSP6, DSP7 y DSP9 portan motivos DEF implicados en su uniéon con ERK1/2 (Theodosiou y
Ashworth, 2002).

1.1.2.2 Sitios de anclaje en las MAPKs

La region de las MAPKs que interacciona con el dominio D de otras proteinas es bastante
compleja (Figura 2). Se compone de un motivo CD (Common Docking) (Akella et al., 2008),
localizado en el extremo carboxiterminal, que se caracteriza por contener aminoacidos cargados
negativamente (aspérticos y glutamicos) que interaccionan electrostaticamente con los residuos
cargados positivamente del motivo D de sus sustratos (Tanoue et al., 2000;Enslen y Davis,
2001). Proximo en su estructura terciaria al dominio CD se localiza un motivo de dos
aminoacidos que en el caso de ERK1/2 son neutros (motivo TT) mientras que en p38 son acidos
(motivo ED). Su importancia quedé demostrada cuando el cambio del motivo neutro de ERK2 por
uno cargado negativamente hizo que esta quinasa fuera capaz de unirse a MK3, que en
condiciones normales es un sustrato exclusivo de p38 (Tanoue et al., 2001). Junto a la regién
CD/ED reside un bolsillo hidrofébico, con gran afinidad por el submotivo hidrofébico del sitio D,

que es clave y completa esta compleja union de la MAPK a su sustrato.
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A pesar de estar conservado en todas las subfamilias de MAPKs de distintos organismos
(Tanoue y Nishida, 2003;Remenyi et al., 2005), existen ciertos casos en los que el Common
Docking es dispensable para la unién de la quinasa a algunos de sus sustratos. Un ejemplo de
ello es la interaccion de ERK3/4 con MK5 en la que no esta involucrado el CD sino un nuevo
motivo FRIEDE (Aberg et al., 2009).

MAPK

ED Figura 2: Representacion esquematica de las interacciones
mediadas por dominios de tipo docking entre MAPKs y MKPs
+ + (MAPK phosphatases). Reproducido de Tanoue et al. (2002)
Hydrophobie,

D

R

Las interacciones mediadas por dominios docking, ademas de promover uniones especificas
entre proteinas, afectan a la accesibilidad de distintas regiones e incluso provocan cambios en la
conformacion del centro activo de la quinasa tras la union al sustrato. Asimismo se ha descrito
que estas interacciones pueden estar reguladas por eventos de fosforilacion tanto en el dominio
D como en el CD (Mayor et al., 2007), y que a su vez pueden tener una importancia clave en
procesos de retrofosforilacién que ejerce la MAPK hacia su activador, la MAPKK (Xu et al.,
1999;Hao et al., 2012). Ademas, parece que la interaccion estable a través de estos dominios
docking secuestra a las MAPKs definiendo asi su localizacion subcelular. En ocasiones se ha
descrito esta union como un mecanismo para retener a la MAPK en el citoplasma y evitar su
translocacién al nucleo, donde residen la mayoria de sustratos (Blanco-Aparicio et al.,
1999;Zufiga et al., 1999;Rubinfeld et al., 1999;Mustelin et al., 2005). Por otro lado, el hecho de
que la misma regién de la MAPK esté implicada en la unién a distintas proteinas sugiere que
deben existir fenémenos de competicion entre sus distintos sustratos (Legewie et al., 2007). Por
ello, se esta estudiando el uso tanto in vitro como in vivo de péptidos que contienen el motivo D
como inhibidores de MAPKs en el tratamiento de diversas enfermedades (Bonny, 2006;Gaestel y
Kracht, 2009). Actualmente se han desarrollado herramientas computacionales basadas en estas
interacciones canonicas con el fin de indentificar nuevos sustratos de MAPKs hasta ahora
desconocidos (Whisenant et al., 2010), asi como herramientas moleculares que permiten

construir y evaluar el comportamiento de proteinas quimeras (Mody et al., 2009).
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2. RUTAS de MAPKs en Saccharomyces cerevisiae

Existen cinco rutas de sefalizacion mediadas por MAPKs en S. cerevisiae: la ruta de
apareamiento en la que intervienen las MAPKs Fus3 y Kss1 (similares a las quinasas ERK1/2 de
mamiferos); la ruta de crecimiento invasivo o pseudofilamentoso mediada por la MAPK Kss1; la
ruta de integridad celular dirigida por la MAPK SIt2 (cuyo ortélogo estructural y funcional en
células de mamifero es ERK5); la ruta de respuesta a alta osmolaridad conducida por Hog1 (el
ortélogo de la MAPK p38 en mamiferos); y, por Gltimo, la ruta de esporulacién mediada a través
de la MAPK Smk1 (Chen y Thorner, 2007).

2.1 Ruta de apareamiento

En S. cerevisiae existen dos tipos de células haploides: MATa y MATa. Una célula a y una célula
a pueden aparearse a través de una fusion celular y nuclear generando un tercer tipo celular: el
diploide MATa/MATa (Merlini et al., 2013). EI apareamiento es el resultado final de una serie de
cambios en la fisiologia celular promovidos por la induccién de la transcripcion de determinados
genes y que se inician como respuesta a feromonas peptidicas secretadas por una célula de tipo
sexual opuesto. Las células a secretan factor a, un péptido de 12 residuos farnesilado en su
extremo carboxiterminal que actua sobre las células a; mientras que las células a secretan factor
a, que contiene 13 residuos, no estd modificado y actia sobre las células a (Michaelis y
Barrowman, 2012). La induccion de la transcripcion de genes relacionados con este proceso
provoca una parada de ciclo en fase G1, crecimiento polarizado que conduce a una morfologia
denominada shmoo, cambios nucleares que favorecen la cariogamia asi como cambios en la
membrana plasmatica y pared celular dependientes de una reorganizacion del citoesqueleto de
actina que posibilitan la fusion de ambas células (plasmogamia) (Roberts y Fink, 1994;Blackwell
et al., 2003).

La ruta que regula el proceso de apareamiento (Figura 3) se estimula cuando la feromona se une
a sus receptores especificos que presentan 7 dominios transmembranales (Ste3 en células a y
Ste2 para células a) acoplados a una proteina G heterotrimérica formada por tres subunidades a,
By v. El receptor activado se comporta como una proteina GEF (quanine nucleotide exchange
factor) que cataliza el intercambio de GDP por GTP; de esta manera la subunidad a (Gpa1) en
su forma activa se disocia del heterodimero formado por las subunidades B (Ste4) y y (Ste18)

que son entonces capaces de interaccionar con sus efectores (Elion, 2000;Dohlman y Thorner,
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2001;Dohlman, 2002). La activacion de la proteina G finaliza gracias a su capacidad intrinseca
para hidrolizar el GTP, que es estimulada por la proteina RGS (Regulator of Gprotein Signaling)
Sst2. Esta se une a Gpa1-GTP acelerando su actividad GTPasa. Por tanto, Sst2 es considerado
el principal regulador negativo de la ruta de apareamiento (Slessareva y Dohlman, 2006;Ballon et
al., 2006).

Feromonas
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Figura 3: Esquema de la ruta de apareamiento en S. cerevisiae.

Uno de los efectores del heterodimero Ste4-Ste18 es Cdc24, una proteina GEF activadora de la
GTPasa monomérica Cdc42 (Zhao et al., 1995;Nern y Arkowitz, 1998). La activacion de Cdc42 a
través de Cdc24 estd mediada por Far1 (Butty et al., 1998). Esta proteina se asocia con el
complejo Cdc24-Bem1 y Sted (Leeuw et al., 1995); de esta forma contribuye a reclutar a Cdc42 a
determinadas zonas de la membrana plasmatica y asi orientar el crecimiento polarizado en
respuesta a feromona (Wang et al., 2005). A través de la unién de la forma activa de Cdc42 a
Ste20, que es una quinasa de tipo PAK (p21-activated protein kinase), se desencadena toda la
cascada de sefializacién que finaliza con una parada en el ciclo celular. Ste20 fosforila y, por
tanto activa, al primer componente del médulo de quinasas, la MAPKKK Ste11. Una vez

fosforilada, Ste11 activa a la MAPKK Ste7 que a su vez activa a las MAPKs Fus3 y Kss1, siendo
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Fus3 la principal responsable de la sefializacion en respuesta a feromona, aunque la activacion

de Kss1 sea también necesaria (Dohiman, 2002).

En este proceso actian también otros componentes como Ste50 y Ste5. Ste50 actia como
proteina adaptadora favoreciendo la interaccion de Ste11 con Cdc42 y Ste20 (Ramezani-Rad,
2003). Por otro lado, Ste5 es una proteina scaffold encargada de mantener la unién de los tres
componentes del mddulo de MAPKSs (Ste11, Ste7 y Fus3) (Nakabayashi, 2012). De este modo
se incrementa la especificidad de la cascada ya que esta ruta comparte componentes con otras
vias de sefializacién (Zalatan et al., 2012). Al unirse Ste5 al complejo Ste4-Ste18 y Cdc24 (Wang
et al., 2005) favorece el reclutamiento a la membrana plasmatica del médulo de quinasas y lo
pone en contacto con la PAK Ste20 permitiendo de esta forma la activacion secuencial por
fosforilacién y favoreciendo la catélisis y la amplificacién de la sefial (Roberts et al., 2000;Elion,
2001;Winters et al., 2005;Lamson et al., 2006;Garrenton et al., 2006;Hao et al., 2008a). A
diferencia de lo que ocurre con Fus3 (Good et al., 2009), la activacion de Kss1 via Ste11y Ste7
es independiente de Ste5 (Andersson et al., 2004;Maleri et al., 2004;Flatauer et al., 2005).

Todas las proteinas de la cascada de sefalizacion deben localizarse en la punta del shmoo. Por
un lado se ha descrito que Gpa1 interacciona con Fus3 fosforilada favoreciendo asi la presencia
de esta MAPK activa en ese lugar (Metodiev et al., 2002;Maeder et al., 2007). Bem1 actla a su
vez como scaffold reclutando a Ste20 y Steb (Lyons et al., 1996) mientras que Far1 determina la
localizacién de Cdc24 y GPy (Ste4-Ste18) en sitios de crecimiento polarizado durante el
apareamiento (Nern y Arkowitz, 1998;Wiget et al., 2004). Fus3 actia ademas fosforilando a Far1
que es un inhibidor de Cdc28, una quinasa dependiente de ciclinas (CDK: Cyclin dependent
kinase), facilitando la parada de ciclo celular en fase G1 (Chang y Herskowitz, 1990;Peter et al.,
1993;Dohlman y Thorner, 2001;Yu et al., 2008). La GTPasa Cdc42 controla también el
crecimiento polarizado a través de su interaccidn con Bni1 y otras proteinas ligadas al

citoesqueleto de actina (Evangelista et al., 1997;Butty et al., 1998;Matheos et al., 2004).

Una vez activada, la MAPK Fus3 se transloca al ntcleo donde fosforila al factor de transcripcion
Ste12, que es el responsable de activar la expresion de genes que contienen en su region
promotora la secuencia PRE (Pheromone Response Element) (Roberts et al., 2000). Ademas,
Fus3 fosforila a Dig1 y Dig2, que son dos reguladores negativos de Ste12, inactivandolos; de

esta manera se promueve una correcta activacion transcripcional (Blackwell et al., 2007).

Tras una exposicion a feromona se induce la expresion de genes de cada fase de la respuesta
de apareamiento, como los implicados en el proceso de diferenciacion celular desde el control de
la polaridad celular a la fusién celular y nuclear (FUS1, FUS2, AGA1) (Trueheart et al., 1987) y
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los denominados Factor Induced Gene (FIG1, FIG2, FIG3 y FIG4) (Erdman et al., 1998). Los
genes FIG1 y FUST codifican proteinas de membrana implicadas en polarizacion celular,
formacion de shmoos y fusion de membranas de las células que aparean (Nolan et al.,
2006;Aguilar et al., 2007). Asimismo en respuesta a feromona se inducen genes que codifican
proteinas cuya funcion es la remodelacion de la pared, como Slt2, RIm1 y Mip1, relacionadas
con la ruta de integridad celular (Roberts et al., 2000); y factores que regulan negativamente la
ruta de apareamiento, como Sst2 o las fosfatasas Msg5 y Ptp2 (Chen y Thorner, 2007)

implicados en el proceso de recuperacion.

2.2 Ruta de crecimiento invasivo o pseudofilamentoso

Varias especies de levaduras son capaces de adoptar dos formas de crecimiento: levaduriforme
(células esféricas) y filamentoso (células alargadas). En microorganismos patégenos como
Candida albicans esta transicion desempefia un papel importante en la invasion del hospedador.
En las células diploides de S. cerevisiae también pueden tener lugar cambios en su morfologia
(alargamiento) y una parada de ciclo en fase G1 que retrasa la mitosis, dando lugar a una
proliferacion segun un patron de gemacion unipolar en el que la célula madre e hija se
encuentran fuertemente unidas, lo que conduce a un crecimiento filamentoso de tipo pseudohifal
(Cullen y Sprague, 2000). En las células haploides una limitacion de los nutrientes provoca el
paso desde formas levaduriformes a la formacion de cadenas de células que penetran en la
superficie del agar con el fin de invadir y alcanzar los nutrientes (crecimiento invasivo) (Truckses
et al., 2004), mientras que es ante una falta de nitrégeno cuando las células diploides adoptan

un crecimiento pseudohifal (Gancedo, 2001).

Se han definido distintas rutas que actuan en paralelo, cooperan entre si y son las responsables
de regular el crecimiento invasivo/pseudofilamentoso: la ruta de MAPKs mediada por Kss1 en
respuesta a carencia nutricional (Figura 4), la ruta de la protein quinasa dependiente de 5-AMP
(AMPK) Snf1 en respuesta a limitaciones de glucosa (Kuchin et al., 2003), la ruta TOR en
respuesta a limitacién de nitrégeno (Cutler et al., 2001) y la ruta Ras2/cAMP-PKA (protein
quinasa dependiente de AMPc), en la que la activacion del receptor de membrana Gpr1 (que
sefializa a través de la subunidad a de la proteina G Gpa2) regula la produccion de AMPc en
respuesta a glucosa a través de la adenilato ciclasa Cyr1 y la activacién de la protein quinasa A
(Palecek et al., 2002;Colombo et al., 2004).
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Figura 4: Esquema de la ruta de crecimiento invasivo o pseudofilamentoso en S. cerevisiae.

La ruta de MAPKs que regula este proceso comparte muchos elementos con la ruta de
respuesta a feromonas: la PAK Ste20, la proteina adaptadora Ste50, el modulo de quinasas
Ste11-Ste7-Kss1 y el factor de transcripcion Ste12. La cascada se inicia a través de los sensores
Sho1 y Msb2, que participan también en la ruta de alta osmolaridad (Pitoniak et al., 2009), que
son capaces de interaccionar con la GTPasa Ras2 que transmite la sefial a Cdc42 y ésta a la
PAK Ste20 (Pan et al., 2000). A diferencia de lo que ocurre en la ruta de apareamiento, la
activacion de Cdc42 va a ser dependiente de Ras2 y su GEF (Guanine nucleotide Exchange
factor) Cdc25 (Cullen et al., 2004). Para transmitir la sefial al modulo de MAPKSs es necesaria la
presencia de Opy2 (Karunanithi y Cullen, 2012), una activacion optima de Ste11 (Truckses et al.,
2006) y Ste50, que recluta los componentes del mddulo a la membrana plasmatica (Ramezani et
al., 1998).

La activacién final de Kss1 inactiva los represores Dig1 y Dig2, permitiendo la transcripcion
mediante la unién de los factores Ste12 y Tec1 a genes que contienen en su promotor una
secuencia FRE (Filamentation Response Element), formada por dos secuencias colocadas en

tandem: la secuencia TCS (Tec1-binding site) y la secuencia PRE (Pheromone Response
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Element) (Chou et al., 2006). A pesar de compartir el factor de transcripcion Ste12 con la ruta de
respuesta a feromona existe un mecanismo de regulacion especifico a través de la formacion de
dos complejos diferentes: Ste12/Dig1/Dig2 que proporciona la expresion de genes involucrados
en el apareamiento y Ste12/Dig1/Tec1 que promueve la induccion de la expresion de genes en
estados invasivo/pseudofilamentoso como FLO11y MUC1, que codifican glicoproteinas con un

papel importante en la adhesion celular (Lo y Dranginis, 1998;Rupp et al., 1999).

Dado que la ruta de apareamiento y crecimiento invasivo comparten muchos elementos entre si,
se han descrito diversos mecanismos implicados en el mantenimiento de la especificidad en la
sefializacion. Una diferencia notable es la ausencia de la proteina de andamiaje Ste5, que no
interacciona con Kss1, siendo asi esencial para evitar entrecruzamientos entre ambas rutas
(Witzel et al., 2012). Ademas, distintas evidencias indican que la ruta de apareamiento ejerce un
efecto inhibitorio sobre la ruta de crecimiento invasivo. Parece que la MAPK Fus3 regula
negativamente a Kss1 ya que un mutante fus3A presenta elevados niveles de esta MAPK en su
forma activa (Sabbagh et al., 2001). De hecho, Fus3 atenua la actividad de Kss1 a través de la
retrofosforilacién de Ste7 en presencia de feromona (Hao et al., 2012). Por otro lado, en
presencia de feromona Fus3 fosforila al factor de transcipcién Tec1 desencadenando su
degradacion; de esta forma Tec1 dejaria de estar disponible para ser activado por Kss1
(Bruckner et al., 2004;Chou et al., 2004;Wang et al., 2009).

2.3 Ruta de esporulacion

En condiciones de ausencia de nutrientes, las células diploides de S. cerevisiae experimentan un
proceso de meiosis mediante el cual envuelven cuatro ascosporas haploides en una cubierta
(asca), resistente al calor y a la desecacion, que germinaran dando lugar a cuatro formas

vegetativas haploides (Coluccio et al., 2004).

Dos protein quinasas actian en este proceso de esporulacion: la quinasa Sps1 (homodloga a
miembros de la familia de las PAKs) (lwamoto et al., 2005) y la MAPK Smk1 (Krisak et al., 1994).
Ambas son esenciales para la formacion de la pared de la espora pero no intervienen en la
divisibn meiética. Esta ruta regula la activacion transcripcional de genes implicados en la
construccion de la pared como FKS2'y CHS3 (Chen y Thorner, 2007). El médulo de MAPKs que
activaria a Smk1 no se ha determinado, lo que indica que quiza esta quinasa no se active por la

clasica cascada de MAPKs (McDonald et al., 2005). De hecho se ha descrito recientemente que
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Smk1 es fosforilada por la quinasa dependiente de ciclina Cak1 y que es capaz de

autofosforilarse a si misma en presencia de la proteina Ssp2 (Whinston et al., 2013).

2.4 Ruta de respuesta a alta osmolaridad

La ruta HOG (high osmolarity glycerol) dirige la adaptacion fisioldgica de las células frente a una
elevacion en la osmolaridad (aumento de la concentracion de solutos) del medio extracelular,
evitando la pérdida de agua (Saito y Posas, 2012). Asi, mantiene la forma y turgencia celular a
través de la sintesis y retencién de solutos que aseguran un equilibrio osmoético entre el citosol y
el medio extracelular (Hohmann, 2009). El estrés osmdtico no sélo induce la acumulacion de
glicerol, sino que también provoca parada de ciclo celular, reorganizacién del citoesqueleto de
actina y cambios en la pared celular (Belli et al., 2001;Hohmann, 2002). De igual manera, otro
tipo de estimulos son capaces de activar esta ruta: el estrés oxidativo (Bilsland et al., 2004), la
presencia de arsenito (Thorsen et al., 2006;Sotelo y Rodriguez-Gabriel, 2006), acido acético
(Mollapour y Piper, 2006), zimoliasa (Bermejo et al., 2008), perdxido de hidrogeno (Staleva et al.,
2004), nistatina (Reiser et al., 2003), condiciones de hipoxia (Hickman et al., 2011), pH &cido
(Kapteyn et al., 2001), temperaturas altas (Winkler et al., 2002) o bajas (Hayashi y Maeda,
2006;Panadero et al., 2006) y la inhibicion de la sintesis de esfingolipidos (Tanigawa et al.,
2012).

La fosforilacion y activacién de la MAPK Hog1 esta controlada por dos ramas independientes
que convergen en la MAPKK Pbs2 denominadas via de Sin1 y via de Sho1 (Figura 5). Parece
que la rama en la que interviene SIin1 desempefia una funcién mas importante ya que es mas
sensible y rapida a cambios osméticos y desarrolla una activacion total en ausencia de la via en
la que participa Sho1 (O'Rourke y Herskowitz, 1998;Hohmann, 2002;Macia et al., 2009). La via
de Sho1 se considera menos sensible ya que se activa en respuesta a una mayor concentracion

de osmolitos en el medio (Maeda et al., 1994;Maeda et al., 1995).

La primera de estas ramas estd controlada por el sensor de membrana Sin1, relacionado
evolutivamente con los sensores de los sistemas de dos componentes descritos por primera vez
en procariotas (Posas et al., 1996). Este receptor posee un dominio histidin quinasa; al formar un
dimero con capacidad de autofosforilacion le permite situarse al comienzo de una cascada de
fosfotransferencia compuesta por SIn1-Ypd1-Ssk1 (Hohmann, 2009). SIn1 se encuentra
constitutivamente en estado activo, cataliza su propia fosforilacién y por tanto la fosforilacion de

Ypd1 y Ssk1, que al estar fosforilado no interacciona con las MAPKKKs Ssk2 y Ssk22 (Horie et
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al., 2008). Sin embargo, en condiciones de alta osmolaridad este osmosensor esté inhibido, con
la consiguiente desfosforilacion de Ssk1, capaz en estas condiciones de interaccionar con Ssk2 y
Ssk22 para transmitir la sefial (Tatebayashi et al., 2003). Estas dos MAPKKKSs fosforilan a la
MAPKK Pbs2, la cual es responsable de la doble fosforilacion y activacion de la MAPK Hog1
(Posas y Saito, 1997). A pesar de que Ssk2 y Ssk22 parecen redundantes, Ssk2 tiene una
funcidn adicional en la reorganizacion del citoesqueleto de actina tras un choque osmético
(Yuzyuk et al., 2002;Bettinger et al., 2007).
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Figura 5: Esquema de la ruta de alta osmolaridad en S. cerevisiae.

La segunda rama de la ruta de respuesta a alta osmolaridad esta controlada por Sho1. Se trata
de una proteina con cuatro dominios transmembranales y un dominio SH3 (Src Homology)
citoplasmatico. Sho1 no es capaz de detectar cambios en la osmolaridad por si mismo sino que
lo hace en conexién a dos osmosensores de tipo mucina altamente glicosilados anclados a la
membrana denominados Hkr1 y Msb2; este Ultimo participa también junto con Sho1 en la ruta de
crecimiento filamentoso (Raitt et al., 2000;Tatebayashi et al., 2007;Vadaie et al., 2008). La
funcién de Sho1 se basa en la unién a través de su dominio SH3 a regiones ricas en prolinas

presentes en Pbs2 (Maeda et al., 1995;Zarrinpar et al., 2004) que actia como scaffold y de esta
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manera recluta a la membrana diferentes componentes de la cascada para que se localicen en

lugares de crecimiento polarizado y remodelado activo (Reiser et al., 2000). En la respuesta a
altas temperaturas que promueve la hiperactivacion de la MAPK Hog1 participa Unicamente
Sho1; de esta manera se evidencia que los osmosensores son capaces de discriminar entre

distintos tipos de estimulos (Winkler et al., 2002).

Se ha descrito la existencia de un tercer osmosensor, Opy2. Se trata de una proteina integrada
en la membrana plasmatica que actua en conexion con Sho1 y Ste50; de esta forma, aunque la
ruta de filamentacion y la de alta osmolaridad compartan muchos componentes de la cascada, la
regulacién de Opy2 en la membrana determina una respuesta especifica frente a un estrés
osmético (Wu et al., 2006a;Ekiel et al., 2009;Yamamoto et al., 2010).

Cuando Sho1 y Opy2 reciben el estimulo se produce la activacion de Cdc42, que a su vez se
une y activa a la quinasa Ste20, la cual promueve la activacién por fosforilacion secuencial del
modulo de MAPKs Ste11-Pbs2-Hog1. La proteina Pbs2 actia como una plataforma de
ensamblaje que pone en contacto a Sho1 con la MAPKKK Ste11 y la MAPK Hog1 (Posas et al.,
1997). Por otro lado, Ste11 se encuentra unido constitutivamente a la proteina adaptadora Ste50
para favorecer su interaccion con Cdc42-Ste20 (Posas y Saito, 1998) (Ramezani-Rad, 2003;Wu
et al., 2006a). Sho1 consta a su vez de una regién por la que se une a Stel1
independientemente de Pbs2 (Zarrinpar et al., 2004). Asi, todos los componentes de la cascada
se encuentran anclados a la membrana plasmaética a través de Sho1 (Raitt et al., 2000).

Finalmente, la activacion de Pbs2 a través de las dos ramas descritas (tanto por Ssk2/22 como
por Ste11) induce la fosforilacion de la MAPK Hog1 (Figura 5), que se transloca al nucleo para a
su vez fosforilar factores de transcripcion que activan la transcripcidn de genes que contienen la
secuencia STRE (Stress Response Element) en su region promotora. Entre los factores de
transcripcion sobre los que actia Hog1 destacan los activadores Smp1, Msn2/Msn4, Msn1 y
Hot1 y el represor Sko1 (de Nadal et al., 2007). El activador Hot1, constitutivamente unido al
promotor del gen GPD1, controla la produccion de glicerol en la célula (Alepuz et al., 2001).
Ademas, la MAPK Hog1 no sélo recluta la RNA-polimerasa Il a genes diana, sino también
complejos remodeladores de cromatina (Mas et al., 2009) y participa en la fase de elongacién

transcripcional (de Nadal et al., 2011).

A pesar de que la ruta de alta osmolaridad y la de crecimiento invasivo comparten muchos de
sus componentes, se han descrito diversos mecanismos que garantizan la especificidad de la
sefializacion. En este sentido, ya hemos comentado previamente que las proteinas Pbs2 y Opy2

(a través de su unién a Ste50) desempefian un papel muy importante. También se ha descrito
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que Ste50 interacciona con Sho1 pero la funcion que tiene esta union es todavia desconocida
(Tatebayashi et al., 2006). Asimismo se ha comprobado que la retrofosforilacion que ejerce la
MAPK Hog1 sobre Ste50, que es una proteina comun a otras rutas, limita la duracion de la
activacion de Kss1, inhibiendo el crecimiento invasivo en condiciones de alta osmolaridad y
evitando asi el entrecruzamiento entre rutas (Hao et al., 2008b). La MAPK Hog1 es ademas la
responsable de inactivar al factor de transcripcion Tec1 en condiciones de estrés osmatico
(Shock et al., 2009). Por otro lado, el sensor de membrana Msb2 es capaz de detectar defectos
en la glicosilacién y activar unicamente y selectivamente a la ruta de crecimiento filamentoso en

estas condiciones (Cullen et al., 2000;Yang et al., 2009).

Existen evidencias que plantean la existencia de un entrecruzamiento entre las rutas de
integridad celular y alta osmolaridad. La MAPK Hog1 regula la expresién de SIt2 tras estrés
osmético (Hahn y Thiele, 2002). Por otra parte, la induccién transcripcional en presencia de
zimoliasa (B-1,3 glucanasa) necesita de elementos de la ruta de alta osmolaridad (Bermejo et al.,
2008), a pesar de que la expresion de genes como CRH1 (que codifica una proteina involucrada
en remodelacion de pared) (Rodriguez-Pefia et al., 2000) esta mediada por RIm1 y no por los

factores de transcripcion activados por la MAPK Hog1 (Bermejo et al., 2008).

En cuanto a las rutas de alta osmolaridad y apareamiento, a pesar de compartir ciertos
elementos (Cdc42, Ste20, Ste50 y Ste11), se encuentran perfectamente aisladas puesto que las
MAPKs Hog1 y Fus3 se activan solo en presencia de estrés osmotico y feromona
respectivamente (Patterson et al., 2010). Para ello son necesarios ciertos componentes como
Hog1 o Pbs2, ya que en ausencia de estas quinasas las MAPKs Fus3 y Kss1 se activan frente a
un estrés hiperosmotico (O'Rourke y Herskowitz, 1998;0'Rourke y Herskowitz, 2004;Pitoniak et
al., 2009). Para que el entrecruzamiento entre rutas no tenga lugar es necesaria tanto la
presencia en el citoplasma como la actividad catalitica de Hog1, que limita la activaciéon de Fus3
en respuesta a un choque hiperosmético y suspende el apareamiento hasta que la célula se
haya adaptado a este estimulo (Westfall y Thorner, 2006;Westfall et al., 2008;Nagiec y Dohlman,
2012).

2.5 Ruta de integridad celular

La pared celular es una envoltura externa que rodea a las células de S. cerevisiae. Constituye un
elemento esencial tanto para el mantenimiento de su morfologia como para la proteccion frente a

agentes externos con el fin de garantizar su integridad y, en consecuencia, su supervivencia. La
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celula debe remodelar esta estructura durante el crecimiento vegetativo, los procesos

morfogenéticos como el apareamiento, la esporulacion y el crecimiento pseudonhifal (Cid et al.,
1995;Molina et al., 2000), asi como frente a choques osmoticos y condiciones externas adversas
(Klis et al., 2006). Es por tanto una estructura dinamica que puede variar en composicion y
grosor a través de una respuesta adaptativa conocida como “mecanismo compensatorio” con el
fin de moldearse o repararse bajo condiciones de estrés (Popolo et al., 2001). La pared celular
se compone de polisacaridos (glucano y quitina) y proteinas glicosiladas (manoproteinas). Esta
constituida por una red tridimensional interna de fibras de B-1,3-glucano y quitina, que dota de
elasticidad y resistencia a la estructura, y una capa externa de manoproteinas que se asocian
directamente a la red de B-1,3-glucano o a través de los polimeros de B-1,6-glucano (Lesage y
Bussey, 2006;0Orlean, 2012). El carécter esencial de esta estructura para la célula fungica y el
hecho de que no esté presente en las células eucariotas superiores hacen que su estudio pueda
contribuir a la identificacién de dianas potenciales para el desarrollo de nuevos agentes

antifngicos (Emri et al., 2013).

La principal ruta de transduccion de sefiales que regula esta remodelacion de la pared es la ruta
de integridad celular o CWI (Cell Wall Integrity) mediada por la MAPK SIt2 (Levin, 2005). Esta
ruta se activa frente a una gran variedad de estimulos y condiciones que alteran la pared celular
entre los que destacan la elevada temperatura (37-39°C) (Kamada et al., 1995); la baja
temperatura (12°C) (Corcoles-Saez et al., 2012); la despolarizacion del citoesqueleto de actina
(Harrison et al., 2004); el choque hipotonico (Davenport et al., 1995); la presencia de feromonas
(Errede et al., 1995); el acido palmitico (Lockshon et al., 2012); el tratamiento con arsenato
(Matia-Gonzalez y Rodriguez-Gabriel, 2011), cafeina y vanadato (Martin et al., 2000); el estrés
de reticulo endoplasmatico (Scrimale et al., 2009); los defectos en O-glicosilacién (Arroyo et al.,
2011); el estrés oxidativo (peréxido de hidrogeno, diamida) (Alic et al., 2003;Vilella et al.,
2005;Petkova et al., 2010); los pHs extremos (Claret et al., 2005;Serrano et al., 2006); la
exposicion a agentes de unién a quitina (rojo Congo, Blanco de Calcoflior) (Ketela et al.,
1999;de Nobel et al., 2000); los agentes que degradan enzimaticamente la pared celular como la
zimoliasa (B-1,3 glucanasa) (Bermejo et al., 2008) o antifingicos como la caspofungina (inhibidor
de la B-1,3 glucan-sintasa) (Reinoso-Martin et al., 2003). Asimismo, mutaciones en genes
importantes para la biogénesis de la pared celular como FKS1, GAS1 y MNN9 entre otros, dan
lugar a células con una pared debilitada y presentan una activacion de la ruta en condiciones
basales (de Nobel et al., 2000;Lagorce et al., 2003). En estas circunstancias, la estabilizacion

osmotica del medio por adicion de sorbitol disminuye la activacion de la ruta e impide que se
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produzca la muerte por lisis celular, permitiendo también la viabilidad de mutantes delecionados
en los componentes de la ruta (de Nobel et al., 2000;Martin et al., 2000).

La via de integridad celular (Figura 6) se compone de los sensores Wsc1-3, Mid2 y Mtl1,
situados en la membrana plasmatica, la GTPasa Rho1 (y sus moduladores), que se une y activa
a la protein quinasa C Pkc1, que transmite la sefial al mddulo conservado de MAPKs. Pkc1
fosforila al primer eslabon de dicho mddulo, la MAPKKK Bck1 (Lee y Levin, 1992) que a su vez
fosforila y activa las MAPKKs Mkk1/2 (Irie et al., 1993), responsables de la activacion, en ultimo
lugar, de la MAPK SIt2 (Torres et al., 1991), también denominada Mpk1 (Levin, 2011). En el
ultimo punto de esta cascada se situan dos factores de transcripcion que son fosforilados por
SIt2 en su forma activa, RIm1 (Watanabe et al., 1997) y el complejo SBF (Swi-binding factors)
formado por Swi4 y Swi6 (Madden et al., 1997), permitiendo de esta manera su union a los
promotores de genes que mediaran la respuesta frente al dafio en la pared celular. Se sabe
ademas que la MAPK SIt2, una vez activa, fosforila a otros sustratos, como la proteina Sir3, que

interviene en el silenciamiento génico transcripcional (Ray et al., 2003).
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Figura 7: Esquema de la ruta de integridad celular en S. cerevisiae.
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2.5.1 Sensores

Se han descrito una serie de sensores implicados en detectar y transmitir la sefial: Wsc1 (Gray et
al., 1997;Verna et al., 1997;Jacoby et al., 1998), Wsc2, Wsc3 (Verna et al., 1997), Mid2 y Mtl1
(Ketela et al., 1999;Rajavel et al., 1999). Son proteinas con un pequefio dominio C-terminal
citoplasmatico, una region transmembranal y un dominio extracelular rico en residuos de serinas
y treoninas altamente O-manosiladas (Jendretzki et al., 2011). Ademas, los sensores de la
familia Wsc se caracterizan por presentar un dominio rico en cisteina que es clave en la
formacion de puentes disulfuro entre moléculas de sensores y en la transmision de la sefial en
situaciones de estrés (Dupres et al., 2011). Parece que Wsc1 y Mid2 son los principales
activadores de esta ruta ya que el doble mutante wsc1Amid2A da lugar a un fenotipo inviable en
ausencia de estabilizacidn osmoética (Rajavel et al., 1999). Se comportan como mecanosensores
que detectan cambios en la rigidez de la pared celular o alteraciones en la membrana plasmatica

actuando como “nanomuelles” (Dupres et al., 2009;Rodicio y Heinisch, 2010).

La funcionalidad de estos sensores es estimulo-dependiente, existiendo papeles especificos
para cada sensor en funcién de la naturaleza del estrés. Por ejemplo, la respuesta
transcripcional consecuencia del tratamiento con rojo Congo esta mayoritariamente mediada por
Mid2, mientras que la respuesta a caspofungina depende casi exclusivamente de Wsc1 (Bermejo
et al., 2010).

Los dominios citoplasmaticos C-terminales de estos sensores interaccionan con Rom1/2, la GEF
de Rho1, estimulando el intercambio de nucledtido de GDP por GTP, activando a la GTPasa
Rho1 (Philip y Levin, 2001).

2.5.2 Rho1

La GTPasa Rho1 transita entre dos estados: Rho1-GDP (forma inactiva) y Rho1-GTP (forma
activa). De esta manera Rho1 es activado por medio de las GEFs Rom1, Rom2 y Tus1; mientras
que las GAPs (GTPasa activating proteins) Sac7, Bem2, Lgr1 y Bag7 son las encargadas de su
regulacion negativa (Perez y Rincon, 2010). Se ha detallado la existencia de cinco efectores de
Rho1: Pkc1 en la ruta de integridad celular (Kamada et al., 1996), las subunidades cataliticas
Fks1 y Fks2 de la B-1,3-glucan sintasa sobre las que actua como la subunidad reguladora
(Qadota et al., 1996;Mazur y Baginsky, 1996), las forminas Bni1 y Bnr1 implicadas en el
ensamblaje de filamentos de actina (Kohno et al., 1996;Fujiwara et al., 1998), el factor de

transcripcion Skn7 que regula la expresion de genes relacionados con la biogénesis de la pared
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celular (Alberts et al., 1998) y el componente Sec3 del exocisto que favorece la secrecion
polarizada (Guo et al., 2001).

2.5.3 Protein quinasa C 1 (Pkc1)

La protein quinasa C Pkc1 fue el primer componente de la ruta de integridad celular identificado
(Levin et al., 1990). Su estructura presenta dos dominios HR1A y HR1B en el extremo N-
terminal; seguidamente una regién similar al dominio C2 de las protein quinasa C de mamiferos;
la region del pseudosustrato que interacciona con el dominio catalitico y es responsable de la
inhibicién intramolecular de la actividad catalitica en condiciones basales; dos dominios ricos en
cisteinas denominados C1A y C1B; vy, por Ultimo, el dominio quinasa situado en el extremo C-
terminal. Los dominios HR1A y C1B son los responsable de la union a Rho1 (Schmidt et al.,
2002;Heinisch, 2005). Una vez unida a Rho1, Pkc1 se activa (Kamada et al., 1996). Se conocen
ademas otros activadores de Pkc1, en concreto las quinasas Pkh1 y Pkh2, homologos de las

PDKs (3-phosphoinositide-dependent protein kinases) de mamiferos (Inagaki et al., 1999).

La protein quinasa C se localiza principalmente en zonas de crecimiento polarizado siguiendo un
patron similar a Rho1 (Andrews y Stark, 2000). Durante la mitosis se ubica en el cuello entre la
célula madre y la yema junto al anillo de septinas (Denis y Cyert, 2005).

El mutante pkc1A muestra inviabilidad en condiciones normales de crecimiento (sélo es viable en
presencia de sorbitol 0,8-1M) mientras que la delecién de cualquiera de los miembros de la
cascada de MAPK no presenta fenotipos tan graves; esto sugiere que Pkc1 estd implicada en la
regulacion de multiples rutas celulares (Levin, 2005). Se ha relacionado a Pkc1 con la regulacion
del huso mitético (Khalfan et al., 2000;Hosotani et al., 2001) y del citoesqueleto de actina a
través de la quinasa Tor2 (Helliwell et al., 1998), con la activacién de la formina Bni1 (Dong et al.,
2003) y con la respuesta frente a estrés genotdxico (Soriano-Carot et al., 2014). Sin embargo, a
pesar de que se le atribuyen varios sustratos intracelulares, unicamente se conoce con detalle su

regulacion sobre el modulo de quinasas Bck1-Mkk1/2-Sit2.

2.5.4 Mddulo de MAPKs

La MAPK Bck1 es fosforilada in vitro por Pkc1 en los residuos Ser®, Thr!119y Ser!134 en una
region bisagra entre su dominio regulatorio N-terminal y su dominio catalitico C-terminal (Levin et
al., 1994). Bck1 activada fosforila a las MAPKKs Mkk1 (en los residuos Ser3” y Thr31) (Levin,
2005) y Mkk2. Cualquiera de ellas es capaz por si sola de mantener la funcionalidad de la ruta
de integridad celular, siendo necesario un doble mutante mkk1Amkk2A para conferir sensibilidad
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en respuesta a estimulos de la ruta (Irie et al., 1993); otros autores también han definido estas

dos quinasas como redundantes (Jimenez-Sanchez et al., 2007). Mkk1 y Mkk2 presentan un
dominio quinasa C-terminal similar pero divergen en la region N-terminal por lo que se ha
propuesto que esta region desempefia un papel regulatorio como mediador de la interaccion con
otras proteinas como SlIt2 (Soler et al., 1995) o el componente del polarisoma Spa2 que actua
como scaffold reclutando a Mkk1 y Slt2 en sitios de crecimiento polarizado (van Drogen y Peter,
2002). Existe un mecanismo de retrofosforilacién mediante el cual Slt2 fosforila a Mkk1 y Mkk2,
ejerciendo una posible retroalimentacién negativa sobre la ruta de integridad celular (Jimenez-
Sanchez et al., 2007).

La MAPK SIt2 es la homéloga funcional de la MAPK ERK5 de humanos (Truman et al., 2006). Se
describié como supresor del fenotipo litico de los mutantes lyt2A (Torres et al., 1991) y bck1A
(Lee et al., 1993). Es activada por fosforilacién en los residuos de Thr1%0 y Tyr'92 por las Mkks en
condiciones de activacion de la ruta (Lee et al., 1993). Tras el dominio quinasa, presenta una
larga cola en su extremo C-terminal con posible funcién autoinhibitoria (Levin-Salomon et al.,
2009). Se localiza en nucleo, citoplasma (Kamada et al., 1995), sitios de crecimiento polarizado y
en la punta del shmoo (van Drogen y Peter, 2001;Baetz et al., 2001). A diferencia del resto de
MAPKs, SIt2 consta de un dominio de activacion transcripcional dentro de la zona C-terminal
(Soler et al., 1995;Kasler et al., 2000). Uno de estos dominios se encuentra en la region definida
por los aminoacidos 274-329 y el segundo es una secuencia rica en glutaminas definida por los
aminoacidos 347-374, que esta implicada tanto en la activacion transcripcional como en la
asociacion de SlIt2 consigo misma (dimerizacion) (Kim et al., 2007;datos sin publicar). La MAPK
SIt2, ademas de activarse por estimulos que afectan a la pared celular, se encuentra también
fosforilada y activa en condiciones de estrés genotdxico (radiaciones UV, metil-metano sulfonato
o hidroxiurea) (Queralt y Igual, 2005;Dardalhon et al., 2009;Bandyopadhyay et al., 2010;Soriano-
Carot et al., 2012), mitofagia (Mao et al., 2011) y pexofagia (Manjithaya et al., 2010).

Se ha descrito la existencia de un paralogo a Slt2, codificado por el gen MLP1 (Mpk1-like protein
kinase) (Watanabe et al., 1997). Se trata de una pseudoquinasa, surgida de una duplicacién
ancestral del genoma de S. cerevisiae (Kellis et al., 2004), que presenta un elevado grado de
similitud (53% de su secuencia) con Slt2. Mip1 carece del motivo de activacién caracteristico
conservado en las MAPKs (T-X-Y) (en Mip1 una lisina reemplaza a la treonina) y de otros
dominios esenciales para la actividad catalitica (Hanks y Hunter, 1995). A pesar de ello, Mip1
contiene un motivo CD que le permite interaccionar con sustratos tipicos de Slt2 como Rim1

(Watanabe et al, 1995) y también mantiene la capacidad de actuar como activador
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transcripcional a través del complejo SBF por un mecanismo no catalitico, como lo hace SIt2
(Kim et al, 2008;Truman et al., 2009;Kim y Levin, 2010). El gen MLP1 se ha usado
habitualmente como gen reportero de la ruta de integridad celular porque se induce
transcripcionalmente en respuesta a multiples situaciones de estrés sobre la pared (Lagorce et
al., 2003;Agarwal et al., 2003;Garcia et al., 2004;Garcia et al., 2009).

2.5.5 Factores de transcripcion: RIm1 y el complejo SBF (Swi4/Swi6)

La fosforilacién de SIt2 conduce a la activacion de dos factores de transcripcién, Rim1 y SBF,
que producen cambios importantes en la expresién génica (Madden et al., 1997;Jung y Levin,
1999;Garcia et al., 2004).

La proteina RIm1 es el principal responsable de la respuesta transcripcional como consecuencia
de la activacion de la ruta de integridad celular. Controla la expresion de genes relacionados con
la biogénesis de la pared celular (GFA1, CHS3, CRH1, BGL?2), el metabolismo y la generacion
de energia y la regulacién de la ruta de integridad celular (SLT2, MID2, PTP2, MSG5, MLP1)
(Garcia et al., 2004;Garcia et al., 2009).

El gen RLM1 se identifico en una busqueda de mutantes resistentes a la inhibicion de
crecimiento causada por la sobreexpresion de un alelo constitutivamente activo de Mkk1
(Mkk1S386P) (Watanabe et al., 1995). RIm1 presenta un dominio de union a DNA en su extremo
N-terminal de tipo MADS (MCM1, Agamous Deficiens Serum response factor), un dominio de
activacion transcripcional en el extremo C-terminal (Dodou y Treisman, 1997), una regién que
contiene un dominio D por el que se une a Slt2 (Watanabe et al., 1997;Jung et al., 2002) y dos
residuos principales para la fosforilacién por Sit2 (Ser427 y Thr43) presentes en su dominio de

activacion que promueven su actividad transcripcional (Jung et al., 2002).

A diferencia de lo que ocurre en mutantes de la ruta de integridad celular, la delecion de RLM1
no produce fenotipos de sensibilidad a estimulos que afectan a la pared celular, excepto el de
sensibilidad a cafeina (Watanabe et al., 1995). Por tanto, el leve fenotipo de un mutante rim14,

comparado con el de un mutante slf2A sugiere que Slt2 ha de tener dianas adicionales.

Por otro lado, el factor de transcripcion SBF es un complejo dimérico formado por la subunidad
Swi4, de unién a DNA, y la subunidad reguladora Swi6. Se considera que el dominio C-terminal
de Swi4 es un dominio con actividad autoinhibitoria que previene su union al DNA hasta que se
asocia con Swi6, permitiendo entonces que el heterodimero active la transcripcion de genes que
regulan el ciclo celular promoviendo la expresion de las ciclinas de fase G1 (CLN1, CLN2, PCL1
y PCL2) que se unen a Cdc28 (Madden et al., 1997;Baetz et al., 2001). En situaciones de estrés
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sobre la pared celular, el complejo SBF regula la activacion transcripcional (independientemente
de RIm1) de los genes FKS2 (Kim et al., 2008), CHA1, YLR042C e YKRO13W (Kim y Levin,
2010). Estos genes se activan a través de un mecanismo no catalitico de la MAPK: la forma

activa o fosforilada de la MAPK SIt2 y su pseudoquinasa Mip1, forman un complejo con Swi4 que
se asocia a los promotores de los genes diana independientemente de Swi6. Sin embargo, el
reclutamiento posterior de Swi6 es necesario para la activacion de la transcripcion (Kim et al.,
2008;Kim y Levin, 2010). Ademas, se ha descrito recientemente que SIt2 posee también una

funcidn no catalitica en el proceso de elongacién de la transcripcion (Kim y Levin, 2011).

3. REGULACION NEGATIVA DE LAS RUTAS DE MAPKs
POR PROTEIN FOSFATASAS

La sefializacion llevada a cabo por las rutas de MAPKs constituye un proceso complejo en el que
tanto la duracién como la magnitud de la activaciéon son cruciales en la respuesta fisiologica
(Sabbagh et al., 2001;Ebisuya et al., 2005). Ambos parametros pueden ser regulados en
diferentes niveles de la cascada: MAPKKK, MAPKK o MAPK. La actividad de estas enzimas es
el resultado de la modulacion de su estado de fosforilacion gobernado por un equilibrio entre
sefiales activadoras (que recibe a través de otras quinasas) y sefiales inhibitorias en las que
estan implicadas las protein fosfatasas (Keyse, 2000;Saxena y Mustelin, 2000). La fosforilacién
en los residuos de treonina y tirosina de las MAPKs es necesaria para su activacion; sin
embargo, la desfosforilacion de tan sélo uno de estos residuos propicia su inactivacion (Marshall,
1994). Por tanto, las fosfatasas de serinas y treoninas (PSPs, protein serine/threonine
phosphatases), fosfatasas de tirosinas (PTPs: protein tyrosine phosphatases) y fosfatasas de
especificidad dual (DSPs, dual specificity phosphatases) desempefian un papel esencial en la
regulacién negativa de estas rutas de sefalizacion (Farooq y Zhou, 2004;Kondoh y Nishida,
2007).

La existencia de diferentes fosfatasas que regulan una misma MAPK da idea de la complejidad
de la maquinaria de regulacion que controla la intensidad, amplitud y duracién de la respuesta;
por eso, no es sorprendente que la eliminacion de una de ellas normalmente no de lugar a un
fenotipo evidente. Ademas, es frecuente que una misma fosfatasa regule varias MAPKs. Sin

embargo, a pesar de la aparente redundancia y falta de especificidad, existen varios
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mecanismos por medio de los cuales se asegura la selectividad de cada fosfatasa sobre su
sustrato, como por ejemplo la sublocalizacion celular de la fosfatasa o la interaccién mediada por
dominios D con la MAPK (Theodosiou y Ashworth, 2002;Martin et al., 2005).

Las protein fosfatasas no actian simplemente eliminando fosfatos de residuos de serinas,
tirosinas o treoninas. Recientemente se ha destacado el papel que desarrollan en la fidelidad de
sefializacion ya que regulan la correcta localizacion de las MAPKs y evitan el entrecruzamiento
entre distintas rutas. También son capaces de proporcionar puntos de conexion con otras vias de
sefializacion no mediadas por MAPKs (Caunt y Keyse, 2013). Por otro lado, la expresién de las
fosfatasas suele estar regulada por la propia MAPK con la que interacciona (retroalimentacion
negativa) y, en muchas ocasiones, también su actividad catalitica se desencadena por la union
directa con su MAPK sustrato (Tamura et al., 2002). Estas proteinas pueden realizar su accién
en condiciones de estimulacién de la ruta, ya sea para controlar los niveles méximos de
activacion como para favorecer la adaptacién o recuperacion en aquellos casos en que se
requiera una activacion transitoria, asi como en condiciones no estimuladoras para mantener un
estado basal bajo de fosforilacion de la MAPK y asegurar su rapida respuesta y alta sensibilidad

frente a cambios ambientales (Owens y Keyse, 2007).

En células de mamifero, existen fosfatasas que actuan sobre rutas de MAPKs que regulan la
respuesta defensiva del hospedador en la invasién por microorganismos (Jono et al., 2003) o
constituyen dianas celulares de proteinas patdgenas microbianas (Kar-Roy et al., 2004).
Asimismo, su ausencia 0 desregulacion puede implicar la aparicidn de cancer, trastornos
neuroldgicos, defectos en la inmunidad, el desarrollo fetal, el metabolismo o la formacion de
hueso (Lang et al., 2006;0stman et al., 2006;Salojin y Oravecz, 2007;Hardy et al., 2012;Hendriks
et al., 2013). Por ello, estas enzimas pueden utilizarse como factores prondstico en ciertos tipos
de cancer (Vicent et al., 2004), actuar como mediadores de la accion de ciertos farmacos en
carcinogénesis (Chen et al., 2005) o usarse como dianas terapéuticas para el desarrollo de
farmacos (Tabernero et al., 2008). Como consecuencia, el estudio de fosfatasas de MAPKs de
mamiferos y sus homélogos en levadura sigue perfilandose como un campo de investigacion

esencial en los préximos afios.

3.1 Protein fosfatasas de serinas y treoninas

Las serin-treonin fosfatasas (PSPs: protein serine/threonine phosphatases) se caracterizan por

su capacidad para eliminar grupos fosfato de residuos especificos de serinas y treoninas en sus
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sustratos. Las PSPs se agrupan a su vez en tres superfamilias atendiendo a su mecanismo

catalitico y estructura: las fosfoprotein fosfatasas o PPPs (phosphoprotein phosphatases), las
protein fosfatasas metalo-dependientes 0 PPMs (metal-dependent protein phosphatases) y las
proteinas basadas en aspartato como la FCP (TFlIF-associating component of RNA polymerase
Il CTD (C-terminal domain) phosphatase) y la SCP (small CTD phosphatase) que interaccionan

con el dominio C-terminal de la RNA polimerasa Il (Shi, 2009).

3.1.1 Fosfoprotein fosfatasas (PPPs)

La superfamilia PPP se compone de PP1, PP2A, PP2B (conocida comunmente como
calcineurina), PP4, PP5, PP6 y PP7. Los miembros de este grupo son holoenzimas (enzima mas
cofactor). Constan de una subunidad catalitica muy conservada y una o dos subunidades
regulatorias, que modulan su actividad determinando su localizacién subcelular y la especificidad
por su sustrato (Virshup y Shenolikar, 2009). Varios mecanismos como los relativos a la
composicion de la holoenzima, la metilacion y fosforilaciéon de la subunidad catalitica pueden

regular su actividad (Longin et al., 2007).

A pesar de que todas ellas estan implicadas en diversos procesos celulares como la apoptosis,
reorganizacion del citoesqueleto, metabolismo, sintesis de proteinas, morfogénesis o regulacion
de canales de membrana (Janssens y Goris, 2001;Lechward et al., 2001;Ceulemans y Bollen,
2004;Jeong y Yang, 2013), sélo la PP2A se ha relacionado con la inactivacion de las vias de
sefializacion mediadas por MAPKs (Gomez y Cohen, 1991;Millward et al., 1999). In vitro, PP2A
puede desfosforilar e inactivar tanto a MEK1/2 como a ERK1/2. Tambien existen evidencias in
vivo de la regulacion negativa de MEK1/2 por PP2A (Kins et al., 2003). De igual forma se ha
mostrado que PP2A regula también la ruta de JNK (Shanley et al., 2001) y p38 gracias a su
accion sobre el activador de la MAPK p38, MKK3 (Prickett y Brautigan, 2007). Se ha descrito un
importante papel para PP2A como supresor de tumores (Chen et al., 2013) y en enfermedades

neurodegenerativas como el Alzheimer (Vogelsberg-Ragaglia et al., 2001).

3.1.2 Protein fosfatasas metalodependientes (PPMs)

Al igual que la familia FCP/SCP, las PPMs son enzimas monoméricas que necesitan utilizar
cationes de magnesio (Mg?*) o manganeso (Mn?*) para realizar su catélisis. Dentro de esta
superfamilia destacan las llamadas PP2C. La resolucion de la estructura tridimensional de la
isoforma humana PP2Ca reveld que un residuo de aspartico es esencial para la coordinacion
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con los iones Mg?* o Mn?* (Das et al., 1996). Las PP2C estan muy conservadas, desde
procariotas a eucariotas (Shi, 2009).

Estudios en células de mamifero han revelado que existen al menos 16 genes que codifican 22
isoformas (Lammers y Lavi, 2007). Su funcion se desarrolla principalmente en cascadas de
sefializacion en respuesta a estrés mediadas por MAPKs (p38 y JNK), sefializacién en la via
PI3K/Akt, procesamiento del mRNA, ubiquitinacién y degradacién de proteinas, metabolismo y
apoptosis o supervivencia celular (Tamura et al., 2002;Lu y Wang, 2008). Algunos miembros
como PP2Ca y PP2Cp se consideran supresores tumorales por su actividad sobre p53 (Ofek et
al., 2003) mientras que otros como PP2C6 (Wip1) se catalogan como oncogenes (Le y Bulavin,
2010). Por otro lado, PP2Cm se localiza exclusivamente en la matriz mitocondrial. Su falta no
produce fallos en la produccion de ATP, pero si altera la permeabilidad disminuyendo el

potencial de membrana y produciendo graves defectos a nivel cardiaco (Lu et al., 2007).

Con respecto a las vias de sefializacion mediadas por MAPKs se ha descrito que PP2Ca
desfosforila e inactiva tanto in vivo como in vitro a MKK3/6 (p38 MAPKKSs) (Takekawa et al.,
1998) y a MKK4/7 (INK MAPKKSs) (Hanada et al., 1998) mientas que la isoforma PP2CZ regula
negativamente las rutas de JNK y p38 pero actuando en este caso sobre las MAPKKKSs (Saito et
al., 2007). También se ha visto que la sobreexpresion de PP2Cp suprime la activacion de p38 a
través de la desfosforilacion directa de la MAPKKK TAK1 (Hanada et al., 2001) y que la isoforma
PP2Cd regula negativamente a p38 (Takekawa et al., 2000). Aunque en principio se pensé que
las PP2C no actuaban sobre la sefializacion producida por proteinas tipo ERK (Zhou et al.,
2002), en un rastreo buscando reguladores negativos de estas proteinas se identifico a dPPM1
como un nuevo inhibidor de la activacion de las MAPKs tipo ERK en Drosophila (Friedman vy
Perrimon, 2006).

3.2 Protein fosfatasas de tirosinas

En mamiferos el grupo de fosfatasas de tirosinas constituye una gran familia con mas de 100
enzimas (Alonso et al., 2004). Las PTPs clasicas contienen uno o dos dominios fosfatasa
conservados (dominios PTP) de unos 280 aminoacidos (Wang et al., 2003). Estudios
estructurales muestran que el centro activo de estas enzimas es una hendidura en la superficie
de la molécula, cuya gran profundidad determina la especificidad exclusiva hacia residuos de

fosfotirosina y no frente a los de fosfoserina o fosfotreonina (Jia et al., 1995).
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Se caracterizan por presentar en su centro activo el motivo CXsR, también presente en las

fosfatasas de especificidad dual (DSPs), con las que comparten ademas el mecanismo catalitico.
El residuo de cisteina es el responsable del ataque nucleofilico que sufrira el sustrato mientras
que el residuo de arginina juega un papel importante en la unién al sustrato y en la estabilizacién
de los intermediarios de la reaccion (cisteinil-fosfato) (Zhang et al., 1994). EI mecanismo
catalitico de las PTPs requiere a su vez de la participacion de un residuo de aspartico que
funciona como &cido en un primer paso de protonacién y como base en un segundo paso de
hidrélisis dejando el residuo de cisteina libre (Denu y Dixon, 1995;Denu et al., 1996). A pesar de
ser criticos ambos, cisteina y aspartico, sélo la sustitucidn del residuo de cisteina por una alanina
o serina es suficiente para hacer que la proteina pierda su actividad fosfatasa (Tabernero et al.,
2008). El mutante sin actividad catalitica es capaz de unirse fuertemente a su sustrato, siendo en
este caso la sustitucion del aspartico por alanina la que da lugar a una proteina con mayor

capacidad de interaccién (Garton et al., 1996).

En su region aminoterminal y fuera del sitio activo se identific6 un motivo de unos 16
aminoacidos, que se denomind dominio KIM (kinase interaction motif), que dirige selectivamente
cada fosfatasa hacia su sustrato (Pulido et al., 1998) y que se corresponde con el dominio D de

interaccidn con MAPKSs presente en otras proteinas, como se ha mencionado anteriormente.

Otra caracteristica a destacar esta relacionada con el cambio conformacional que adoptan las
PTPs tras la union al sustrato. En ausencia de sustrato, el sitio activo adopta una conformacion
abierta en la cual el residuo &cido de aspartico se situa lejos del sitio activo, lo que le impide
actuar como donador de protones. No obstante, tras la interaccion con el sustrato, el sitio activo
se cierra rodeando a la cadena de fosfotirosina de manera que este cambio conformacional

reposiciona el aspartico para ejercer su funcion catalitica (Tonks y Neel, 2001).

Las PTPs estan implicadas en patologias como el cancer, la diabetes o enfermedades de tipo
autoinmune (Alonso et al., 2004;Mustelin et al., 2005) y son por tanto presumibles dianas
terapéuticas. La bibliografia contiene numerosos estudios sobre inhibidores de estas enzimas
(Bialy y Waldmann, 2005;Tautz et al., 2006;Blaskovich, 2009;Nunes-Xavier et al., 2013). Algunas
de ellas regulan rutas de MAPKs; por ejemplo, la MAPK p38a se une a las tirosin fosfatasas de
tejidos neuronales STEP (striatal enriched phosphatase) y PTP-SL (STEP-like phosphatase,
PTP-RR, receptor type R) y a la tirosin fosfatasa de células hematopoyéticas HePTP
(hematopoietic PTP) (Francis et al., 2013). Por otro lado, HePTP y STEP se unen a ERK1/2 a
través de su dominio KIM (Pulido et al., 1998;Mustelin et al., 2005). La fosfatasa PTP-SL es
ademas capaz de desfosforilar a ERK5 (Buschbeck et al., 2002) y a ERK1/2 (Noordman et al.,
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2006;Balasu et al., 2009), teniendo un papel esencial en el desarrollo de cancer cervical (Su et
al., 2013).

3.3 Protein fosfatasas de especificidad dual

Las fosfatasas de especificidad dual (DSPs o DUSPs, dual specificity phosphatases) son
capaces de desfosforilar tanto los residuos de serina/treonina como los de tirosina de sus
sustratos. En mamiferos se han identificado 61 DSPs, con gran variedad de estructuras y
funciones (Patterson et al., 2009), que actuan sobre proteinas, lipidos, RNA o carbohidratos. Los
principales grupos dentro de las DSPs de mamiferos incluyen la subfamilia MKPs (MAPK
Phosphatases), las fosfatasas de lipidos representadas por PTEN y las DSPs atipicas de bajo
peso molecular (LMW-DSPs, low molecular weight). A este Ultimo grupo pertenecen las
fosfatasas que carecen de la region aminoterminal que contiene el dominio D (Docking domain)
caracteristico de las MKPs pero que, a pesar de ello, mantienen una especificidad de sustrato
por MAPKs. Este hecho sugiere que estas LMW-DSPs podrian presentar mecanismos de union
alternativos al mediado por el dominio D de las PTPs y MKPs y el Common Docking de las
MAPKs (Hood et al., 2002). La LMW-DSP VHR (Vaccinia H1 related) desfosforila ERK y JNK
(Todd et al., 1999;Alonso et al., 2001;Todd et al., 2002) mientras que la LMW-DSP2 actua sobre
p38 y JNK (Aoyama et al., 2001), la DSP21 lo hace sobre p38 (Deng et al., 2014). Sin embargo,
no todas las atipicas LMW-DUSPs han mostrado actividad sobre MAPKs, como por ejemplo
DSP18 (Jeong et al., 2006;Wu et al., 2006b).

Con el uso de herramientas bioinformaticas se ha definido una nueva familia de DSPs llamada
PFA-DSPs (Plant and Fungi atypical DSPs) presente en plantas, hongos y protozoos (Roma-
Mateo et al., 2007); estas enzimas comparten una serie de motivos aminoacidicos que se alejan
del centro catalitico convencional de las DSPs de mamiferos.

3.3.1 MKPs: MAPK Phosphatases

Las MKPs presentan especificidad de sustrato por MAPKs y realizan por tanto un papel muy
destacado en la regulacién de la sefializacidn por rutas de este tipo. Las 10 DSPs que forman
parte de esta subfamilia comparten una misma estructura. En ellas se observan dos regiones
con funciones claramente diferenciadas (Figura 7). Por un lado, la regién C-terminal en la que se
localiza el centro catalitico, muy parecido al de las PTPs. Por otro lado, la region N-terminal con

funcién regulatoria MKB (MAPK binding), menos conservada que el dominio catalitico y
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responsable de regular la especificidad enzimética a través de las interacciones con las MAPKs

(Camps et al., 2000;Dickinson y Keyse, 2006). El centro activo consta de la secuencia
conservada HC(X)sR caracteristica de las PTPs. Como en las PTP clasicas, los residuos de
cisteina y arginina, localizados en el sitio activo, son esenciales para el ataque nucleofilico
dirigido al fosfato del sustrato y existe un residuo de aspértico conservado, posicionado cerca del
centro activo, que participa también en esta catélisis (Patterson et al., 2009). El bolsillo catalitico
de las DSPs es poco profundo pero mas ancho que el las PTPs. Por esta razén es capaz de

acomodar residuos de serina o treonina ademas de residuos de tirosina (Denu y Dixon, 1998).

ERK selective cytoplasmic MKPs
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Figura 7: Clasificacion, localizaciéon y dominios estructurales de las MKPs de mamiferos. Figura
tomada de Caunt y Keyse (2013).

El dominio de union a MAPKs MKB contiene en su secuencia una region que muestra similitud
con un dominio de la fosfatasa Cdc25, denominado motivo CH2 o Cdc25-like (Keyse y Ginsburg,
1993) y esto refleja que este dominio se encuentra estructuralmente relacionado con la familia
Rhodanasa de las sulfotransferasas (Bordo y Bork, 2002). En esta region ubicada en el extremo
N-terminal se encuentra el dominio D o KIM, responsable de la interaccién con el dominio CD
presente en las MAPKs (Tanoue y Nishida, 2003) (Figura 8). Como ocurria en las PTPs, en
algunas MKPs la union de la MAPK fosforilada al dominio D ocasiona cambios conformacionales
que incrementan la actividad catalitica de estas fosfatasas (Chen et al., 2001;Slack et al., 2001)

(Figura 9). Sin embargo, este mecanismo no es universal para todas las MKPs; por ejemplo, la
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union de DSP5 y DSP10 a ERK2 y p38 respectivamente no activa su accion enzimatica (Tanoue
et al., 1999;Mandl et al., 2005).

!
MKP3 < L\ MKP3
N-terminal domain ~ 4

Figura 8: Modelo estructural del complejo ERK2-MKP3. Interacciones entre ERK2 y los dominios N- y C-
terminal de MKP3. La superficie de ERK2 se muestra en gris. Los dominios amino y carboxiterminales de MKP3 en
verde y azul respectivamente. El dominio CD esta representado en amarillo mientras que el dominio SB esta
coloreado en azul. El residuo fosforilado de tirosina (pTyr'5) de ERK2 se muestra en rosa. El dominio KIM, el loop
N-B4-04 y el péptido FXFP de MKP3 se destacan en rojo. Imagen tomada de Zhou et al., (2006).

Distintas modificaciones postraduccionales (PTMs) pueden afectar tanto a la actividad
enzimatica de la MKP como a su union con la MAPK dando lugar a fendmenos de
retroalimentacion positiva 0 negativa en la cascada de sefializacion (Figura 9). Por ejemplo, ERK
fosforila el extremo C-terminal de DSP1, DSP4 y DSP5 aumentando la estabilidad de la proteina
(retroalimentacion negativa) (Brondello et al., 1997). Por el contrario, cuando ERK fosforila a
DSP1 en unos residuos de serina distintos provoca su ubiquitinacién y por tanto su degradacion
(retroalimentacion positiva). A veces, la fosforilacion de ciertos residuos deja inaccesible el
dominio KIM y se impide de esta forma la unién de la fosfatasa a su sustrato. En otros casos, la
acetilacion de un residuo de lisina aumenta la afinidad del dominio KIM por el CD. Las
modificaciones postraduccionales sobre las MKPs pueden regular ademas el entrecruzamiento
de distintas rutas. Por ejemplo, ERK fosforila el extremo C-terminal de DSP16 (una fosfatasa
especifica de JNK) haciéndola més estable y favoreciendo la regulacion negativa de la ruta
mediada por JNK (Patterson et al., 2009).
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La localizacion subcelular de las MKPs determina en muchas ocasiones su especificidad de

actuacion. En el extremo N-terminal o en extensiones C-terminales se han encontrado sefales
de localizacion nuclear NLS (Nuclear localization signal) (Mandl et al., 2005) y de exportacion
nucleo-citoplasmatica NES (Nuclear export signal) (Masuda et al., 2001) (Figura 7).
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Figura 9: Regulacion de DUSPs. Imagen tomada de Patterson et al. (2009).

A diferencia de lo que ocurre con las PSPs, la expresion de la mayoria de las MKPs se induce en
condiciones de activacion de la MAPK que desfosforilan (Nunes-Xavier et al., 2010) (Figura 9).
Esto sugiere que la funcién que ejercen las MKPs sea mas importante en la regulacion negativa

de estas rutas frente a un estimulo sostenido y mantenido en el tiempo (Caunt y Keyse, 2013).

Si las MKPs actuan como reguladores negativos de las rutas de MAPKSs, es l6gico pensar que se
comporten como supresores de tumores (Keyse, 2008;Balko et al., 2012). No obstante, una
ganancia de funcién de estas MKPs puede bloquear los efectos antiapoptéticos de ciertos
antitumorales via JNK y p38 y asociarse con un peor prondstico de la enfermedad (Wang et al.,
2006;Small et al., 2007). Por esta razon, se estan desarrollando actualmente inhibidores

selectivos de MKPs con el fin de tratar diversas enfermedades (Rios et al., 2014).
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4. PROTEIN FOSFATASAS DE Saccharomyces

cerevisiae

4.1 Protein fosfatasas de serinas y treoninas

La familia de serin-treonin fosfatasas de levadura agrupa una gran variedad de enzimas con
heterogeneidad de funciones. Aunque solo las PP2C muestran actividad en rutas mediadas por
MAPKSs se detalla a continuacion una breve resefia de cada una de ellas.

4.1.1 PPPs

La levadura S. cerevisiae contiene 12 miembros de la familia de las PPPs: una isoforma de PP1
(Glc7), dos isoformas de PP2A (Pph21 y Pph22), dos isoformas de PP2B (Cnb1y Cmp1/2), y 7
enzimas adicionales: tres de ellas muy similares a PP1, PP1-like (Ppq1/Sal6, Ppz1y Ppz2), otras
tres similares a PP2A, PP2A-like (Sit4, Pph3 'y Ppg1); y Ppt1, también conocida como PP5-like
(Stark, 1996).

41.1.1 PP1

La proteina Glc7 es la subunidad catalitica de la serin-treonin fosfatasa PP1. Participa en
muchos procesos fisioldgicos tales como el metabolismo de glucogeno, transcripcion, iniciacion
de la traduccion, esporulacion, mitosis, homeostasis ionica y organizacion de la pared celular
(Cannon, 2010). Carece por si sola de especificidad de sustrato; son las subunidades
regulatorias las que dirigen a Glc7 hacia ellos. Por ejemplo, las interacciones entre Bud14 y Glc7
son importantes para la formacion de la yema y el crecimiento polarizado en respuesta a
feromonas (Cullen y Sprague, 2002;Knaus et al., 2005) mientras que el complejo Gac1-Glc7 esta
involucrado en la activacion de la transcripcion de genes en respuesta a choque térmico
(Williams-Hart et al., 2002).

Las serin-treonin fosfatasas redundantes Ppz1 y Ppz2 regulan el pH y los niveles intracelulares
de potasio (Gonzalez et al., 2013); de esta forma, estan implicadas en la progresion del ciclo
celular, en la tolerancia salina (Posas et al., 1995) y en el mantenimiento de la integridad celular
(Yenush et al., 2002). Ambas estan relacionadas con la MAPK SIt2 ya que la sobreexpresion de
estas fosfatasas suprime el fenotipo litico de un mutante s/t2A (Arifio, 2002). La fosfatasa Ppq1
presenta similitud estructural con las fosfatasas Ppz1 y Ppz2, y parece estar involucrada en

sintesis de proteinas (Chen et al., 1993;Vincent et al., 1994).
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41.1.2 PP2A

En S.cerevisiae, la subunidad catalitica de la PP2A esta codificada por los genes PPH21 y
PPH22 (Sneddon et al., 1990); la estructural o scaffold por el gen TPD3 (van Zyl et al., 1992); y
las subunidades regulatorias son Cdc55 (Healy et al., 1991) y Rts1 (Shu et al., 1997). Parece
que la funcién principal del complejo PP2A reside en procesos relacionados con la regulacién
metabdlica (Castermans et al., 2012), progresién del ciclo celular (Gentry y Hallberg, 2002;Jiang,
2006), replicacién del DNA, traduccion, transcripcion y la ruta TOR (Target of ramapycin) (Georis
et al., 2011;Garipler y Dunn, 2013;Messier et al., 2013). La deleciéon de PPH21y PPH22 da lugar
a un enlentecimiento en el crecimiento, sensibilidad a altas temperaturas, defectos en la pared
celular y morfologia anormal como consecuencia de una desregulacion del citoesqueleto (Ronne
etal., 1991;Lin y Arndt, 1995).

Existen ademas otras tres fosfatasas que se relacionan estructuralmente con el complejo PP2A
(PP2A-like phosphatases): Ppg1, Pph3 y Sit4. La fosfatasa Ppg1 actua a nivel del metabolismo
del glucdgeno (Posas et al., 1993) interaccionando con Tap42. La fosfatasa Pph3 interviene en el
checkpoint frente a dafio en DNA (O'Neill et al., 2007). La fosfatasa Sit4 actua en combinacion
con las proteinas Sap4, Sap155, Sap185 y Sap190 (SAP: Sit4-associated proteins) que dotan de
actividad a la subunidad catalitica (Luke et al., 1996). Sit4 se encuentra a su vez formando
complejos con Tap42 en la regulacion de la via TOR de respuesta a concentracion de nutrientes
en el medio (Zabrocki et al., 2002). También controla el ciclo celular por medio de la expresion de
ciclinas a través del factor de transcripcion SBF (Swi4/6) (Jiang, 2006). Ademas, se encuentra
involucrada en la sefializacion mediada por Pkc1; de esta manera, la fosfatasa Sit4 media la
transicion G1 a través de varios mecanismos, entre los que destaca la regulacién negativa sobre

la ruta de integridad celular (Angeles de la Torre-Ruiz et al., 2002).

41.1.3 PP2B

La calcineurina es un heterodimero formado por una subunidad catalitica (Cna1 y Cmp2) y una
subunidad regulatoria, Cnb1. Ejerce un importante papel en la respuesta a diferentes formas de
estrés y regula principalmete la homeostasis de cationes (Na, Li, Mn) (Cyert, 2003;Casado et al.,
2010;Marquina et al., 2012). En condiciones de altas concentraciones de calcio esta proteina
desfosforila al factor de transcripcion Tcn1/Crz1, lo que causa la activacion de la transcripcion de
genes que promueven la supervivencia celular (Matheos et al., 1997;Stathopoulos y Cyert,
1997). Con repecto a la relacion de la calcineurina con rutas de MAPKs se ha sugerido que este

complejo favorece el proceso de construccion de la pared y actia en una via paralela a la ruta de
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integridad celular al activar la expresion del gen FKS2 (Mazur et al., 1995;Zhao et al., 1998).
Ademés, la via calcineurina-Crz1 regula negativamente la ruta de alta osmolaridad
especificamente a través de la rama de SIn1 y no de Sho1 (Shitamukai et al., 2004). Por otro
lado, las células de levadura requieren a la calcineurina para mantener la viabilidad en

exposiciones prolongadas a feromona (Withee et al., 1997).

4.1.1.4 PP5-like

La serin-treonin fosfatasa Ppt1 es el homologo en S. cerevisiae de la fosfatasa PP5 de células
de mamifero. Presenta una regidn catalitica C-terminal muy similar a las subunidades cataliticas
de las PP1, PP2A 'y PP2B (Jeong et al., 2003). Acttia como regulador de la chaperona Hsp90 y
de la cochaperona Cdc37 (Wandinger et al., 2006;Vaughan et al., 2008) y desfosforila a Hsf1

(Heat shock transcription factor 1) en respuesta a etanol (Noguchi et al., 2012;Cho et al., 2014).

4.1.2 FCPs

La proteina Fcp1 se clasifica dentro del grupo de fosfatasas CTD (C-terminal domain) al igual
que Ssu72, porque desfosforilan el dominio C-terminal de la RNA polimerasa |l (Krishnamurthy et
al., 2004;Suh et al., 2005). Son por tanto importantes para el proceso de transcripcion (Reyes-
Reyes y Hampsey, 2007;Zhang et al., 2012) y en la formacion de loops de DNA necesarios para
comenzar un nuevo ciclo de transcripcion (Tan-Wong et al., 2012).

4.1.3 PPMs o PP2Cs

En S. cerevisiae existen 5 genes que codifican las clasicas PP2Cs, denominados PTC1-5 (Stark,
1996). Més tarde se unieron a esta familia los genes PTC6 (Ruan et al., 2007) y PTC7 (Jiang et
al., 2002). Todas comparten un dominio catalitico tipico de las PP2C que puede acompaniarse de
extensiones amino (Ptc5 y Ptc7) o carboxiterminales (Ptc2 y Ptc3). Solo Ptc1, Ptc2, Ptc3 y Ptc4

han sido relacionadas con vias de sefializacién mediadas por MAPKs (Arifio et al., 2011).

4.2 Protein fosfatasas de tirosinas

Sélo dos proteinas de las tirosin fosfatasas clasicas, Ptp2 y Ptp3, han mostrado actividad sobre
MAPKs en levadura, como se detallara mas adelante. Se desconocen aun las funciones de Ptp1,
la primera tirosin fosfatasa clasica que se clond (Guan et al., 1991). Fuera del ambito de las rutas
de transduccion de sefiales, se ha estudiado la funcién que ejercen diversas fosfatasas de

tirosinas en la fisiologia celular. La tirosin fosfatasa Mih1 es una de las mas conocidas.
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Desfosforila a la quinasa dependiente de ciclinas (CDK, Cyclin dependent kinase) Cdc28 y regula

de este modo la transicion G2/M del ciclo celular (Sia et al., 1996). Hasta el momento no existe
ninguna evidencia que demuestre que Mih1 esté implicada en el control de las rutas de MAPKs.
Sin embargo, se ha descrito que tanto Pkc1 como la MAPK Sit2 fosforilan a Mih1 para controlar
la progresidn del ciclo celular (Harrison et al., 2001;Yano et al., 2013). A pesar de conocerse sus
estructuras cristalinas, la funcion de las tirosin fosfatasas Ych1 y Ltp1 en levadura es todavia
desconocida (Wang et al., 2000;Yeo y Lee, 2009).

4.3 Protein fosfatasas de especificidad dual

En la levadura S. cerevisiae se han descrito tan sélo dos DSPs como reguladores negativos de

MAPKSs: Msg5 y Sdp1, cuya funcion se desarrollaré en posteriores apartados.

La fosfatasa dual Yvh1 regula, incluso en ausencia de actividad catalitica, el proceso de
esporulacién a través de la via de la PKA dependiente de AMPc (Beeser y Cooper, 2000). El
mutante yvh1A presenta defectos en el crecimiento, acumulacién de glucogeno (Sugiyama et al.,
2011) y es sensible a baja temperatura (Sakumoto et al., 2002). Ademas, Yvh1 participa en la
maduracion del ribosoma (Lo et al., 2009;Liu y Chang, 2009) a través de su extremo C-terminal
rico en cisteinas que se unen al catién de Zinc (Zn finger domain) (Kemmler et al., 2009). Por
otro lado, la fosfatasa dual Cdc14 regula activamente eventos de la mitosis (anafase,
desensamblaje del huso, citoquinesis) y meiosis (segregacion de cromosomas) (Mocciaro y
Schiebel, 2010). El gen PPS1 codifica una proteina que interviene en la sintesis de DNA durante
el ciclo celular (Ernsting y Dixon, 1997). Por su parte, Tep1 es el ortdlogo de la proteina
supresora de tumores PTEN en S.cerevisiae; su funcién es aun desconocida pero podria estar
relacionada con el proceso de esporulacion (Heymont et al., 2000).

La familia de las OCAs (Oxidant induced cell cycle arrest) incluye fosfatasas duales relacionadas
con el grupo PFA-DSPs anteriormente mencionado (Roma-Mateo et al., 2011). Los mutantes
sencillos son sensibles a cafeina y rapamicina (Parsons et al., 2004;Dudley et al., 2005;Roma-
Mateo et al., 2011) por lo que se les relaciona con rutas de MAPKs y la ruta TOR. El mutante
ocabl es sensible ademas a tunicamicina y DTT (Tan et al., 2009). Oca1 esté involucrada en la
parada de ciclo celular frente a estrés oxidativo (Alic et al., 2001) mientras que la fosfatasa
Ocad/Siw14 ejerce un papel importante en la organizaciéon de los filamentos de actina y

endocitosis en respuesta a carencia nutricional (Care et al., 2004;Hirasaki et al., 2010).
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5. REGULACION NEGATIVA DE LAS RUTAS DE MAPKs
POR PROTEIN FOSFATASAS EN Saccharomyces

cerevisiae

Estudios bioquimicos y genéticos en la levadura modelo S. cerevisiae han permitido ampliar el
conocimiento de los aspectos claves de la regulacion negativa sobre MAPKSs, ya que existe una
notable conservacion de los componentes y de los mecanismos moleculares que participan en el
proceso (Martin et al., 2005). En la figura 10 se representa la regulacién negativa de las rutas de
alta osmolaridad, apareamiento e integridad celular por serin-treonin fosfatasas, tirosin

fosfatasas y fosfatasas de especificidad dual.

Alta Osmolaridad Daiio en pared Feromonas

A/ A/ A/

Ptc1 _—-\1

?
~,

J Sdp1 |
\

| -

Ptc1 ' \? / Msg5
l Ptc2 ?\\ l l

e @ e

l___ Ptc3

Figura 10: Esquema de la regulacion negativa de las rutas de alta osmolaridad, integridad celular y
apareamiento por protein fosfatasas. Las serin-treonin fosfatasas se muestran en color azul, las tirosin
fosfatasas en color morado y las fosfatasas de especificidad dual en amarillo. Las lineas mas gruesas indican un
papel principal como regulador negativo.
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5.1 Protein fosfatasas de serinas y treoninas que actuan en
rutas de MAPKs

95.1.1 Ptc1

Dentro de la familia PP2C, la protein fosfatasa Ptc1 es, con diferencia, la mejor caracterizada. A
pesar de que comparte algunas de sus funciones con otros miembros, el perfil transcripcional del
mutante ptc1A reveld una marcada diferencia con respecto a los perfiles de los mutantes ptc2A,
ptc3A, ptc4l y ptcbA (Gonzalez et al., 2006). Este hecho refuerza la idea de que Ptc1 realiza
funciones celulares especificas y propias en las que no esta involucrado ningun otro miembro de

la misma familia.

Estudios globales de interaccion entre proteinas en S. cerevisiae utilizando el sistema de dos
hibridos identificaron a Nbp2 (Nap-1 binding protein) como una proteina de unién a Ptc1 (Uetz et
al., 2000;lto et al., 2001;Hruby et al., 2011). La fosfatasa Ptc1 necesita a la proteina adaptadora
Nbp2 para realizar la mayoria de sus funciones. De hecho, la delecion de NBP2 ocasiona
defectos propios de un mutante ptc1A (Roeder et al., 1998;0hkuni et al., 2003;Du et al., 2006;Jin
et al., 2009). Npb2 contiene en su extremo C-terminal un dominio SH3 (Src homology 3), que se
une a motivos ricos en prolina presentes en otras proteinas. El dominio SH3 se compone de una
superficie hidrofobica formada por tres bolsillos definidos por un residuo aromatico conservado,
en concreto un triptéfano (Mayer, 2001). Los dominios SH3 son capaces de unir dos tipos de
secuencias consenso ricas en prolinas: [R/K]xXPxXP y XPxXPx[R/K], siendo X cualquier
aminoacido hidrofobico distinto de glicina (Kaneko et al., 2008). Por otro lado, en el extremo N-
terminal de Nbp2 residen residuos claves para la interaccion con Ptc1 (Mapes y Ota, 2004); en

concreto se han identificado los pares de residuos K62D83y H73Y74 (Stanger et al., 2012).

5.1.1.1 Ptc1 en la ruta de alta osmolaridad

PTC1 se identificé por primera vez como una serin-treonin fosfatasa en 1993 cuando su delecion
exacerbd el fenotipo de un mutante ptp2A, carente de una protein tirosin fosfatasa (Maeda et al.,
1993). Un afio después se determind la actividad reguladora de Ptc1 sobre la via HOG ya que su
sobreexpresion suprimio la letalidad de un mutante sin1A (Maeda et al., 1994). Esta protein
fosfatasa tiene un papel importante en el mantenimiento de los niveles basales de activacion de
Hog1 en ausencia de estimulacion e inactiva esta MAPK durante la respuesta a estrés osmético.
La delecion de PTC1 genera un significativo retraso en la activacion de Hog1 ya que el

mantenimiento de sus niveles basales de activacion resulta imprescindible para que se produzca
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la rapida induccion tras la llegada del estimulo (Warmka et al., 2001). Ptc1 desfosforila a Hog1
gracias a la union de su proteina adaptadora Nbp2 a una zona rica en prolinas de la MAPKK de
esta ruta, Pbs2 (Mapes y Ota, 2004).

5.1.1.2 Ptc1 en la ruta de integridad celular

La fosfatasa Ptc1 presenta una relacion genética con la ruta de integridad celular ya que la
delecion de PTC1 en combinacion con la mutacion de SLT2, FKST o GAST es letal (Huang y
Symington, 1995). Se ha descrito que en ciertos fondos genéticos, el doble mutante ptc1Aslt2A
es viable, pero extremadamente sensible a agentes que alteran la pared celular (Gonzalez et al.,
2006). ElI mutante sencillo ptc1A presenta elevados niveles de Slt2 fosforilado y es sensible a
altas temperaturas (Ohkuni et al., 2003), blanco de calcoflior (Ram et al., 1994), caspofungina
(Markovich et al., 2004), cafeina (Giaever et al., 2002) y pH alcalino (Serrano et al., 2006).
Ademas, estudios sobre el perfil transcripcional de un mutante ptc1A revelaron que estas células
presentan un patron caracteristico de cepas que sufren algun dafio en pared celular, en el que la
expresion de CRH1, SED1 o YKL161C, entre otros, se encuentra incrementada con respecto a

una célula silvestre (Gonzalez et al., 2006).

Estudios realizados en nuestro laboratorio y por otros grupos muestran que Ptc1 regula la ruta de
integridad celular a través de su interaccién con Bck1 mediada por Nbp2 (Palacios, 2010;Hruby
et al., 2011;Stanger et al., 2012). Los residuos Y''® y F165 del dominio SH3 de Npb2 son
importantes para su interaccién con el motivo rico en prolinas P89XXP812 de Bck1. De hecho, la
sustitucién de dichos aminacidos por alanina conduce a una elevada fosforilacion basal de Slt2,
similar a la que presentan los mutantes sencillos ptcTA o nbp2A, y a un incremento en la
sensibilidad que presentan estos mutates frente a un estrés sobre la pared celular (Stanger et al.,
2012). Sin embargo, el sustrato al que Ptc1 desfosforila en la ruta de integridad celular todavia

se desconoce.

5.1.1.3 Ptc1 en la ruta de apareamiento

Ptc1 también ejerce una funcidn sobre la ruta de apareamiento. En condiciones basales de
activacion, la MAPK Fus3 y la proteina scaffold Ste5 se encuentran formando un complejo. En un
proceso dependiente de las concentraciones extracelulares de feromona se induce el
reclutamiento de Ptc1 a Ste5 vy, por tanto, a la membrana; entonces esta PP2C desfosforila a
Steb con la consiguiente liberacion de Fus3 del complejo y la activacion de la trascripcion de
genes que promueven la formaciéon de shmoos (Malleshaiah et al., 2010). Probablemente, la

unién de Nbp2 a través de su dominio SH3 al dominio rico en prolinas de Ste20 sea clave para la
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desfosforilacion de Ste5 (Hruby et al., 2011). Se trata por tanto de un mecanismo novedoso en el

que, a diferencia de lo estudiado hasta ahora, Ptc1 desempefia funciones de regulacion positiva

sobre las vias de sefalizacion y no sélo negativa como se habia descrito hasta el momento.

5.1.1.4 Otras funciones de Ptc1

Ademés de su accion sobre rutas de MAPKSs, Ptc1 es también necesaria para el correcto
funcionamiento de otras vias de sefializacion, como la via TOR (Target of rapamycin) que regula
el crecimiento celular en respuesta a la cantidad de nutrientes presentes en el medio extracelular
(Kuranda et al., 2006;Gonzalez et al., 2009). Asimismo, Ptc1 parece estar implicada en el
proceso de splicing de los tRNAs (Robinson et al., 1994), en la herencia vacuolar (Jin et al.,
2009), mitocondrial (Roeder et al., 1998;Frederick y Shaw, 2007;Swayne et al., 2011) y del
reticulo endoplasmico, ya que un mutante ptc1A presenta un retraso tanto en el transporte
mitocondrial como en el transporte de tubulos del reticulo endoplasmatico y vacuolas hacia la
punta de la yema en fases tempranas del ciclo celular (Du et al., 2006). Por otra parte, esta
fosfatasa esta involucrada en la tolerancia al cation litio, ya que la delecion de PTC1 produce
sensibilidad a dicho catién (Ruiz et al., 2006). Ademas, diversos autores relacionan a Ptc1 con la
funcion vacuolar. El mutante ptc1A presenta fragmentacion vacuolar y la sobrexpresiéon de
VPS73, una proteina implicada en la seleccion de proteinas dirigidas a vacuola, rescata una gran
variedad de diferentes fenotipos de un mutante ptc1A como la sensibilidad a agentes que alteran

la pared celular, pH alcalino o altos niveles de calcio (Gonzalez et al., 2006).

5.1.2 Ptc2, Ptc3 y Ptc4

5.1.2.1 Ptc2, Ptc3 y Ptc4 en la ruta de alta osmolaridad

Las fosfatasas Ptc2 y Ptc3 tienen cierta relevancia sobre la ruta de alta osmolaridad. Estas dos
enzimas son idénticas en un 75% y tienen funciones similares que difieren de las realizadas por
Ptc1, quiza por la presencia en estas dos proteinas de un dominio no catalitico en la region C-
terminal de unos 170 aminoacidos, ausente en Ptc1. Ni Ptc2 ni Ptc3 interaccionan con la

proteina adaptadora Nbp2 (Mapes y Ota, 2004).

Al'igual que PTC1, PTC2y PTC3 se identificaron como supresores en multicopia de la letalidad
de un mutante sin14, que presenta una hiperactivacion de la cascada de Hog1 (Warmka et al.,
2001). La delecion individual de PTC2 o PTC3 no afecta a la actividad de Hog1; sin embargo, el
doble mutante presenta una hiperactivacién de esta MAPK bajo condiciones de estrés osmético.

Estas dos fosfatasas actian mas bien regulando los niveles maximos de activaciéon de Hog1
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mientras que Ptc1 actua sobre los niveles basales. La localizacion nuclear y citoplasmatica de
Ptc2 y Ptc3 permanece inalterada en condiciones de activacion de la ruta (Young et al., 2002).
En el analisis transcriptomico de los mutantes ptc2A y ptc3A se observd que, a pesar de su
similitud estructural, el perfil transcripcional de un mutante ptc3A se asemeja mas al de los

mutantes ptc4A y ptcbA (Gonzalez et al., 2006).

La protein fosfatasa Ptc4 se localiza en el citoplasma y también podria regular negativamente la
ruta de alta osmolaridad. La sobreexpresion de PTC4, al igual que ocurre con la sobreexpresion
individual de PTC1, PTC2 o PTC3, rescata la letalidad del doble mutante cnb1Aslt2A al reducir la
fosforilacién de Hog1 (Shitamukai et al., 2004).

Asimismo se han descrito otras funciones distintas de la regulacion de vias de MAPKs para estas
fosfatasas; asi, Ptc2 y Ptc3 actuan como reguladores negativos de Rad53 y, por tanto, se
encuentran implicadas en la modulacién de la respuesta frente a un dafio en el DNA (Marsolier et
al., 2000;Leroy et al., 2003). Por otro lado, participan en la regulacion del ciclo celular puesto que
son capaces de desfosforilar a Cdc28, la principal quinasa dependiente de ciclinas (CDK) de
levaduras (Cheng et al., 1999).

5.2 Protein fosfatasas de tirosinas de MAPKs

Sélo dos proteinas pertenecientes a las tirosin fosfatasas clasicas, Ptp2 y Ptp3, han mostrado
actividad sobre MAPKs en levadura. Al igual que ocurre con las PTPs de humanos, son capaces
de regular la actividad de las MAPKs de tipo p38 (Hog1) o de tipo ERK (Fus3 y Slt2), mostrando
distinta afinidad por cada una de ellas. Asi, Ptp2 regula principalmente las MAPKs Hog1 y Slt2,
mientras que Ptp3 manifiesta mayor actividad sobre Fus3 (Martin et al., 2005).

5.2.1 Ptp2 y Ptp3

5.2.1.1 Ptp2 y Ptp3 en la ruta de alta osmolaridad

Los genes PTP2 y PTP3 se aislaron como supresores en multicopia de la letalidad de un
mutante sin1A, que conduce a la hiperactivacion de la ruta de alta osmolaridad (Wurgler-Murphy
et al., 1997). Ambas fosfatasas regulan la actividad de la MAPK Hog1 en condiciones basales,
siendo Ptp2 la que ejerce un papel mas relevante en el mantenimiento de un bajo nivel basal de
fosforilacion de Hog1. De hecho, la delecion de PTP2, pero no la de PTP3, conduce a un

incremento en la fosforilacion constitutiva de Hog1 incluso en ausencia de alta osmolaridad.
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Tanto Ptp2 como Ptp3 participan también en el proceso de adaptacion de esta ruta ya que sus

niveles de expresion aumentan de forma dependiente de Hog1 en respuesta a estrés osmotico
(Jacoby et al., 1997;Proft et al., 2005).

Las diferencias en la afinidad y localizacién de ambas fosfatasas podrian explicar su distinta
actividad. Ptp2 se localiza en el nlcleo mientras que Ptp3 es una proteina citoplasmatica. Ya que
Hog1 se acumula en el nucleo tras su activacién (Ferrigno et al., 1998), la localizacién nuclear de
Ptp2 podria favorecer su mayor actuacion sobre esta MAPK. Ademas de regular la actividad de
Hog1, Ptp2 y Ptp3 determinan su localizacion subcelular al actuar como puntos de anclaje,
secuestrandola en el nlcleo o citoplasma, respectivamente (Mattison y Ota, 2000). Se ha
descrito que Ptp2 interacciona con Hog1 a través del motivo Common Docking presente en la
MAPK (Murakami et al., 2008).

La MAPK Hog1 se activa no sélo frente a un estrés osmético sino también en situaciones de
estrés térmico (Winkler et al., 2002). Este Ultimo efecto es dependiente del osmosensor Sho1. La
falta de Ptp2 y Ptp3 ocasiona hiperactivacion de Hog1 y, como consecuencia, letalidad ante
elevadas temperaturas. Por el contrario, el mismo doble mutante no desarrolla un fenotipo letal
bajo condiciones de estrés osmético. Se ha sugerido que estas dos protein fosfatasas bloquean
el inapropiado entrecruzamiento de sefiales entre las rutas de alta osmolaridad y de integridad
celular, contribuyendo de esta forma a la especificidad de sefializacion. Asi, la expresion del
alelo hiperactivo de la MAPKK que opera en la ruta de integridad celular MKK13% es letal de
manera dependiente de Hog1 so6lo en ausencia de Ptp2 y Ptp3. De esta forma la delecion
conjunta de PTP2 y PTP3 deja a la MAPK Hog1 susceptible de ser activada por otras rutas a

través de un entrecruzamiento erroneo.

5.2.1.2 Ptp2 y Ptp3 en la ruta de apareamiento

Se ha definido claramente que la funcién que ejerce Ptp3 es mas importante que la de Ptp2
sobre la ruta de apareamiento (Zhan et al., 1997). La MAPK Fus3 no esta constitutivamente
fosforilada en un mutante ptp2A; mientras que la ausencia de Ptp3, sola 0 en combinacién con la
de Ptp2, induce la fosforilacion de Fus3 tanto en condiciones basales como tras la estimulacion
con feromona. Estos datos indican que la protein fosfatasa Ptp3 es crucial tanto en el
mantenimiento de la actividad basal de Fus3 como en el proceso de adaptacién y recuperacion

tras estimulacion de la ruta.

En cuanto a su interaccion, la region aminoterminal de Ptp3 es la encargada de su interaccion

con la MAPK Fus3 a través de un motivo dentro del dominio CH2, caracteristico de las MKPs de
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mamiferos y ausente en Ptp2, y un dominio KIM adyacente. La ausencia o mutacion de
cualquiera de estos dos motivos impide que Ptp3 desfosforile a Fus3, no por falta de actividad,
sino por la imposibilidad de unirse a ella. Ademas, el residuo de aspartico (D3'7) conservado en

el Common Docking de Fus3 es clave para su unién a Ptp3 (Zhan y Guan, 1999).

5.2.1.3 Ptp2 y Ptp3 en la ruta de integridad celular

En cuanto a la ruta de integridad celular, tanto Ptp2 como Ptp3 participan en el mantenimiento de
los niveles basales de SIt2 ya que el doble mutante ptp2Aptp3A, y no los mutantes sencillos,
presenta elevados niveles basales de Slt2 fosforilado. Por otro lado, intervienen también en
condiciones de activacion de la MAPK ya que tanto el doble mutante como los individuales
muestran mayores niveles de fosfo-SIt2 que la cepa silvestre tras recibir un choque térmico
(Mattison et al., 1999). Sin embargo, la protein fosfatasa Ptp2 parece desempefiar un papel mas
destacado que el de Ptp3. Varios hechos podrian explicar las diferencias en la actividad de estas
fosfatasas frente a SIt2. Tanto la localizacion nuclear de Ptp2 como la mayor afinidad de unién a
Slt2 favorecen la desfosforilacion de esta MAPK. Por otra parte, la transcripcion de PTP2, bajo el
control de RIm1, se ve aumentada tras la exposicion a altas temperaturas. Por tanto, Ptp2 forma
parte de un mecanismo de retroalimentaciéon negativo con el fin de cotrolar los niveles de
activacion de la MAPK SIt2 frente a un choque térmico. Asi se ha observado que la expresion en
multicopia de PTP2, pero no de PTP3, suprime los defectos en el crecimiento que provoca la
expresion de los alelos hiperactivos de Bck1-20 y Mkk18386P, De acuerdo con esto, tan sélo la
delecion de PTP2 agrava el fenotipo causado por el alelo hiperactivo de Mkk1. Sin embargo, la
expresion de MKK1S386P es letal en un doble mutante ptp2Aptp3A pero no en los sencillos, lo
cual pone de manifiesto la participacion de Ptp3 en esta regulacion (Mattison et al., 1999).

5.3 Protein fosfatasas de especificidad dual de MAPKs

5.3.1 Msg5

Esta fosfatasa de especificidad dual se produce en la célula como dos isoformas de distinto peso
molecular debido a la presencia de dos comienzos de traduccién alternativos de su mRNA. La
isoforma mas larga posee 45 aminoacidos en la region aminoterminal de la proteina que la
isoforma corta no posee (Flandez et al., 2004). Los estudios realizados sobre ella han
demostrado que esta fosfatasa interviene en las rutas de apareamiento e integridad celular

regulando negativamente a las correspondientes MAPKs, Fus3 y Slt2. Sin embargo, existen
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evidencias de que no lo hace sobre la ruta de alta osmolaridad. La sobreexpresion de MSGS no

suprime la letalidad de un mutante sin1A producida por una activaciéon constitutiva de la ruta
(Watanabe et al., 1995). Ademas, un doble mutante msgbAptp2A no muestra diferencias en la
fosforilacién de Hog1 con respecto al mutante sencillo ptp2A, y el doble mutante msgbAsdp1A
exhibe similares niveles de Hog1 fosforilado que los de una cepa silvestre (Wurgler-Murphy et

al., 1997). Por tanto, parece que Msg5 actia unicamente sobre MAPKs de tipo ERK.

5.3.1.1 Msg5 en la ruta de apareamiento

El gen MSG5 se aislé por primera vez como supresor en multicopia de la letalidad de un mutante
gpa1l, de ahi su nombre (Multicopy Supresor of Gpa1). Al carecer de la subunidad a de la
proteina G acoplada al receptor de feromonas, las subunidades By libres ocasionan una
activacion constitutiva de la ruta de apareamiento que conduce a la muerte celular. El analisis de
su secuencia revelé que MSGH codificaba una protein fosfatasa de 489 aminoacidos con un
motivo HC(X)sR, caracteristico de las PTPs, en el que el residuo de cisteina en la posicion 319
es esencial para su actividad catalitica. Como otras MKPs, Msg5 mostr6 actividad fosfatasa in
vitro sobre pNPP (para-nitrophenyl phosphate) y en concreto sobre la MAPK Fus3 (Doi et al.,
1994).

En condiciones de estimulacién por feromona, la sobreexpresién de MSG5 reduce la activacion
transcripcional regulada por el factor de transcripcion Ste12 y acelera la reanudacion del
crecimiento tras la parada de ciclo celular ocasionada por la presencia de ese estimulo (Doi et
al., 1994). Ademas, la transcripcion de MSG5 aumenta en respuesta a factor a. Todo ello indica
que la funcion de Msg5 es intervenir en el proceso de recuperacion tras estimulacion con
feromona a través de una desfosforilacion de la MAPK Fus3 (Doi et al., 1994). Posteriormente se
ha descrito que Msg5 también regula los niveles de Fus3 en condiciones basales, ya que un
mutante msgdA presenta una morfologia alargada tipica de shmoos, altos niveles de Fus3
fosforilada que dan lugar a un incremento en la expresion de, entre otros, los genes FUSTy FIG1
como consecuencia de una activacion constitutiva de la ruta (Flandez et al., 2004;Marin et al.,
2009). Se ha observado a la protein fosfatasa Msg5 tanto en nucleo como en citoplasma y
parece que es requerida para una correcta localizacion de la MAPK Fus3 ya que su
sobreexpresion provoca una disminucion de la acumulacion de esta MAPK fosforilada en el
nucleo en condiciones de estimulacion con feromona, mientras que el mutante msgdA muestra
elevados niveles basales de Fus3 activa en el nlcleo con respecto a la cepa silvestre (Blackwell
et al., 2003).
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Por tanto, Msg5 participa junto con las tirosin fosfatasas Ptp2 y Ptp3 en la inactivacion de Fus3
por lo que la delecién conjuta de MSGS, PTP2 'y PTP3 tiene un efecto sinérgico importante en el
proceso de adaptacion y sensibilidad a feromona (Zhan et al., 1997). Se demuestra asi la
existencia de una regulacion coordinada de la funcion de una MAPK, Fus3, a través de la accidn

de dos tirosin fosfatasas y una fosfatasa de especificidad dual.

__________

mutant

Fus3 docking groove

Figura 11: Estructura de Fus3 en complejo con el motivo D de Msg5. Se muestran dos regiones
principales de interaccion: una zona hidrofébica descrita como ¢x¢ groove y la region acidica, conocida como
motivo CD que se une a los residuos basicos del dominio D. Imagen tomada de Remenyi et al., (2005).

Existen evidencias genéticas que relacionan a Msg5 con la MAPK Kss1. Por ejemplo, la
sobreexpresion de MSG5 suprime la osmosensibilidad mostrada por mutantes pbs2-3, en los
cuales la trasmision de la ruta de alta osmolaridad se encuentra afectada pero presenta un
incremento en la fosforilacion y actividad de Kss1 en respuesta a choque osmético. En esta
situacion, Msgb suprime la osmosensibilidad al reducir la activacion de Kss1 (Davenport et al.,
1999). Asimismo, la sobreexpresion de esta MKP disminuye la elevada fosforilacion que
presenta Kss1 en un mutante itc1A (Marin et al., 2009). Sin embargo, aunque se ha demostrado
que Msg5 y Kss1 interaccionan, parece que en condiciones fisiologicas esta fosfatasa no tiene
un efecto claro sobre la fosforilacion de Kss1, ya que ésta no se modifica en un mutante msg5A
ni en condiciones basales ni de estimulacion de la ruta de pseudofilamentacion (Marin et al.,
2009).

Al igual que las MKPs de mamiferos, Msg5 posee en su extremo N-terminal un motivo D o KIM,

con un unico residuo basico de arginina en lugar de dos (LQNRNTKNLSLDI), que se une al
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motivo CD de la MAPKs Fus3 y Kss1, estableciendo de esta forma una interaccion canonica
entre MKP y MAPK (Figura 11) (Remenyi et al., 2005;Marin, 2009).

5.3.1.2 Msg5 en la ruta de integridad celular

La DSP Msg5 es, hasta el momento, la protein fosfatasa mas importante implicada en la
regulacion de la ruta de integridad celular ya que controla los niveles de fosforilacion de la MAPK
Slt2 tanto en condiciones basales como en condiciones de estimulacion de la ruta (Andersson et
al., 2004;Flandez et al., 2004). La primera evidencia que sugirié la existencia de una regulacién
negativa de Msgb sobre la MAPK Slt2 aparecidé en 1995, cuando la sobreexpresion de esta
fosfatasa suprimié la inhibicién del crecimiento ocasionada por la sobreexpresion de un alelo
hiperactivo de la MAPKK Mkk1 (MKK1386) (Watanabe et al., 1995). Més tarde, se observé que la
delecion de MSGS se traduce en un incremento de los niveles de fosfo-Slt2 en condiciones
basales y tras choque térmico (Martin et al., 2000;Harrison et al., 2004) y que Msg5 es capaz de
interaccionar y desfosforilar directamente a SIt2 in vitro e in vivo (Flandez et al., 2004). De
acuerdo con esto, los mutantes msgbA presentan cierto aumento en la expresion de genes
dependientes de esta ruta, como FKS2, SLT2 o MLP1, y un fenotipo de sensibilidad a rojo Congo
(Flandez et al., 2004;Marin et al., 2009). Sin embargo, existe una falta de correlacion entre los
altos niveles de fosforilacion de la MAPK SIt2 y la escasa induccion transcripcional dependiente
de RIm1, lo que sugiere que el aumento de fosforilacién provocado por la ausencia de Msg5 no

es suficiente para la activacién completa de la MAPK SIt2 (Marin et al., 2009).

En cuanto a la interaccién de Msg5 con Slt2, se ha descrito que lo hace a través de su region
regulatoria N-terminal (Flandez et al., 2004) y que ambas isoformas son capaces de unirse a SIt2
(Marin et al., 2009). Sin embargo, de forma previa a este trabajo se desconocian los mecanismos

moleculares implicados en esta union.

A diferencia de lo que ocurre en la ruta de apareamiento, los niveles de transcripcion de MSG5
no aumentan tras la estimulacién de la ruta de integridad celular (Jung et al., 1999). Se ha
descrito incluso un ligero descenso en la cantidad de mRNA (Hahn y Thiele, 2002) o proteina
(Flandez et al., 2004) tras choque térmico. De hecho, la ruta de integridad celular no presenta
fendmeno de adaptacién, de manera que se mantienen altos niveles de Sit2 fosforilado horas
despues del inicio de la exposicidn al estimulo. A pesar de la falta de regulacién transcripcional
de Msg5 en la ruta de integridad celular, SIt2 contribuye a la regulacion postraduccional de Msg5.
Las dos isoformas de esta fosfatasa son fosforiladas por Slt2 tras la activacion de la ruta de

integridad celular en presencia de alta temperatura o blanco de calcofltor. Esta es la primera
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descripcion de la existencia en levadura de una regulacion reciproca entre una MAPK y su MKP
(Flandez et al., 2004).

5.3.2 Sdp1

5.3.2.1 Sdp1 en la ruta de integridad celular

Sdp1 (Stress-inducible dual specificity phosphatase) es una pequefa protein fosfatasa de 209
aminoacidos que mostr6 interaccidén con la MAPK Slt2 en un ensayo de dos hibridos a gran
escala (Uetz et al., 2000). Su secuencia contiene el dominio conservado del sitio activo de las
PTPs pero carece del dominio aminoterminal regulatorio caracteristico de las MKPs. El residuo
de cisteina en la posicion 140 es esencial para su actividad catalitica frente a pNPP (Collister et
al., 2002).

La funcion de Sdp1 se desarrolla exclusivamente sobre la ruta de integridad celular. Interacciona
especificamente y desfosforila a SIt2 tanto in vivo como in vitro mientras que no lo hace con el
resto de MAPKSs (Collister et al., 2002;Hahn y Thiele, 2002). Su delecién agrava los defectos en
el crecimiento ocasionados por la sobreexpresion del alelo hiperactivo MKK 138 mientras que la
sobreexpresion de SDP1 los suprime (Hahn y Thiele, 2002). Los niveles de Slt2 fosforilado
detectados tras choque térmico son ligeramente superiores en el mutante sdp1A que en la cepa
silvestre (Hahn y Thiele, 2002:Kuravi et al., 2011). Por el contrario, no parece que Sdp1 sea
importante para la regulacion de la ruta de integridad celular en condiciones basales.

Los niveles de expresidn de Sdp1 se incrementan bajo condiciones que activan la ruta de
integridad celular (estrés oxidativo, osmotico, térmico). Sin embargo, la expresion de Sdp1 esta
mediada por través del factor de transcripcion Msn2/4, que es un regulador de la expresion de

genes en condiciones de estrés y es independiente de RIm1 (Hahn y Thiele, 2002).

La localizacion de Sdp1 en fusion a GFP es nuclear y citoplasmética en condiciones normales de
crecimiento (Hahn y Thiele, 2002). Tras choque térmico se acumula en puntos distribuidos por

toda la célula, que colocalizan con las mitocondrias (Kuravi et al., 2011).

Sdp1 es la primera fosfatasa basada en cisteina que se ha visto que se inactiva por agentes
reductores (DTT) y que aumenta su actividad enzimatica en condiciones de estrés oxidativo
(H202) debido a la formacidn de un puente disulfuro intramolecular entre dos residuos de cisteina
(Cys#-Cys'2), en el que no esta involucrado el residuo catalitico de cisteina (Cys'40) (Fox et al.,
2007). Parece que este mecanismo de regulacion pudiera estar conservado en MKPs de

levaduras y tener importancia fisiologica en la adaptacién a este tipo es estrés; de hecho Msg5
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también forma un puente disulfuro en presencia de agentes oxidantes (Cys8-Cys32') que

incrementa su actividad catalitica.
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Antecedentes y Objetivos

Dada la relevancia de las rutas de sefializacion mediadas por MAPKs en el desarrollo de
multiples funciones biolégicas y que su desregulacion esta asociada a la aparicion de diversas
enfermedades nuestro Departamento ha establecido en los Ultimos afios una linea de
investigacion basada en el estudio de la regulacién negativa que ejercen las protein fosfatasas

sobre las rutas de MAPKSs en el organismo modelo Saccharomyces cerevisae.

Previamente a la realizacién de esta tesis doctoral se abordd el estudio de la serin-treonin
fosfatasa Ptc1 y la fosfatasa de especificidad dual Msg5. La MKP Msg5 es un regulador negativo
de las rutas de apareamiento e integridad celular. Entre los hallazgos mas relevantes se
descubrié que esta fosfatasa se expresa en la célula como dos isoformas de distinto peso
molecular que son fosforiladas por SIt2 tras la estimulacion de la ruta. A pesar de que resultados
previos indicaron que Msgb es capaz de interaccionar con Kss1y Fus3 a través del dominio D de
la MKP y del dominio CD de las MAPKs se desconocia el mecanismo que media la unién con la
MAPK SIt2 y la pseudoquinasa MIp1. Con respecto a Ptc1, experimentos anteriores a la
realizacion del trabajo presentado en esta memoria mostraron que esta fosfatasa se une a Bck1,
la MAPKKK de la ruta de integridad celular, a través de la proteina adaptadora Nbp2. Sin

embargo, la diana funcional de Ptc1 en esta ruta de sefializacion era aun desconocida.

Con el fin de ampliar el conocimiento sobre el papel que ejercen las protein fosfatasas en la
regulacién negativa de la sefalizacion mediada por MAPKs asi como profundizar en la funcion
de las MKPs Msg5 y Sdp1 y de la PP2C Ptc1 en la ruta de integridad celular, nos planteamos los

siguientes objetivos:

1. Analizar la regulacion negativa que desempefian las MKPs Msg5 y Sdp1 sobre la ruta de

integridad celular.

1a. Identificar los determinantes moleculares de la interaccion de la MAPK Slt2 y
la pseudoquinasa Mip1 con las MKPs Msg5 y Sdp1 e investigar su relevancia

funcional.

1b. Determinar los residuos que Slt2 fosforila en Msg5 tras activacion de la ruta de

integridad celular y establecer su posible funcién biolégica.
2. Buscar nuevos reguladores negativos de las rutas de apareamiento e integridad celular.

3. Conocer la diana funcional de la PP2C Ptc1 en la ruta de integridad celular.
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1. MICROORGANISMOS EMPLEADOS

1.1 Saccharomyces cerevisiae

Materiales y Métodos

Las cepas de levadura utilizadas en el transcurso de este trabajo se detallan en la Tabla II.

Tabla Il. Cepas de S. cerevisiae empleadas.

CEPA GENOTIPO PROCEDENCIA
BY4741 MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 Euroscarf
Y03520 Isogénica BY4741; nbp2A::KanMX4 Euroscarf
Y00956 Isogénica BY4741; ste20A::KanMX4 Euroscarf
Y07373 Isogénica BY474; msgbA::KanMX4 Euroscarf
Y02272 Isogénica BY474; sdp1A::KanMX4 Euroscarf
Y03702 Isogénica BY4741; ptc1A::KanMX4 Euroscarf
Y07269 Isogénica BY4741; ptc2A::KanMX4 Euroscarf
Y07163 Isogénica BY4741; ptc4A::KanMX4 Euroscarf
Y05492 Isogénica BY4741; ltp1A::KanMX4 Euroscarf
Y00612 Isogénica BY4741; mih1A::KanMX4 Euroscarf
Y03927 Isogénica BY4741; ptp1A::KanMX4 Euroscarf
Y02464 Isogénica BY4741; ptp2A::KanMX4 Euroscarf
Y04791 Isogénica BY4741; rts3A::KanMX4 Euroscarf
Y01325 Isogénica BY4741; sap185A::KanMX4 Euroscarf
Y04753 Isogénica BY4741; ppt1A::KanMX4 Euroscarf
Y02073 Isogénica BY4741; ppq1A::KanMX4 Euroscarf
Y05040 Isogénica BY4741; cnb1A::KanMX4 Euroscarf
Y05961 Isogénica BY4741; yvh1A::KanMX4 Euroscarf
Y01498 Isogénica BY4741; psr1A::KanMX4 Euroscarf
Y03886 Isogénica BY4741; pph22A::KanMX4 Euroscarf
Y02948 Isogénica BY4741; tep1A::KanMX4 Euroscarf
Y07211 Isogénica BY4741; oca2A::KanMX4 Euroscarf
Y04002 Isogénica BY4741; ocabA::KanMX4 Euroscarf
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Y04858 Isogénica BY4741; mrt4A::KanMX4 Euroscarf
Y00897 Isogénica BY4741; gas1A::KanMX4 Euroscarf
Y01328 Isogénica BY4741; bck1A::KanMX4 Euroscarf
Y02487 Isogénica BY4741; mkk1A::KanMX4 Euroscarf
Y02112 Isogénica BY4741; mkk2A::KanMX4 Euroscarf
YPL14 Isogénica BY4741; mkk1A::KanMX4 ptc1::HIS3 Dra. Lorena Palacios
YPL15 Isogénica BY4741; mkk2A::KanMX4 ptc1::HIS3 Dra. Lorena Palacios
pkc1A Isogénica BY4741; pkc1A::HIS3 Dra. Patricia Arias
CML128 MATa leu2-3,112 ura3-52 trp1 his4 can1r Dra. MA. de la Torre-Ruiz
MML344 Isogénica CML128; pkc1A::LEU2 Dra. MA. de la Torre-Ruiz
YPH499 MATa ade2-101 trp-63 leu2-1 ura3-52 his3-A200 lys2-801 P.Hieter
YMJ1 Isogénica YPH499; mkk1A::KanMX4 (Jimenez-Sanchez et al., 2007)
YMJ2 Isogénica YPH499; mkk2A::SpHISS (Jimenez-Sanchez et al., 2007)
DD1-2D Isogénica DD1-2B; msgbA::LEU2 (Doi et al., 1994)
PJ69-4A MATa, trp1-901, leu2-3112, ura3-52, his3-200, gal4A, | (James et al., 1996)
gal80A, LYS2::GAL1-HIS3, GAL2-ADE2, met2::GALT7-lacZ
PJ69-4a MATa, trp1-901, leu2-3112, ura3-52, his3-200, gal4A, | (James et al., 1996)
gal80A, LYS2::GAL1-HIS3, GAL2-ADE2, met2::GAL7-lacZ
SEY6211 MATa trp1A901 leu2 3112 ade2-101 ura3-52 his3-A200 suc2 | (Rodriguez-Pachén et  al,
A9 2002)
1783 MAT a; ura3-52; his4; trp1-1; leu2-3112; can R (Lee et al., 1993)
YMF1 Isogénica 1783, MSG5::6MYC::.LEU2 (Flandez et al.,2004)

1.2 Escherichia coli

Para llevar a cabo la amplificacion de los plasmidos utilizados en este trabajo se empleé la cepa
de E.coli DH5a: supE44 AlacU169 (080laczAM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1relA1
(Hanahan, 1983). Los experimentos de sobreexpresion de proteinas se realizaron con la cepa de
E.coli Rosetta DE3 (Novagen): FrompT hsdSg(rs- mg’) gal dcm (DE3) pRARE (CamR), derivada

de la cepa BL21.




2. MEDIOS DE CULTIVO
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La composicion de los medios de cultivo empleados en este trabajo se detalla en la Tabla lIl. El

agua utilizada para su disolucion fue agua desionizada mediante sistemas de purificacion

Millipore. Posteriormente los medios fueron esterilizados en autoclave a 121°C y 1 atmésfera de

presion durante 20 minutos. Para la obtencién de medios sélidos se afiadié un 2% peso/volumen

de agar a la composicién habitual. A la hora de realizar ensayos de sensibilidad tanto en medio

liquido como sodlido se elaboraron medios especificos mediante la adicion de determinados

compuestos a los medios generales. Estos agentes, la concentracién usada, sus caracteristicas

y utilidad se detallan en la tabla IV.

Tabla lll. Medios de cultivo utilizados para E. coliy S. cerevisiae.

MEDIO COMPOSICION UTILIDAD REFERENCIA
LB 1% bactotriptona, 0.5% extracto de | Medio rico utilizado para el | (Sambrook et
(Luria-Bertani) levadura y 0.5 % NaCl crecimiento de bacterias al., 1989)
Adicion de ampicilina (100 ug/mi)
0 kanamicina (50 ug/ml) para la
seleccion de transformantes con
plédsmidos  portadores de la
resistencia a dichos antibiéticos
YPD 1 % extracto de levadura, 2 % peptona | Medio completo para el cultivo de | (Sherman et al.,
(Yeast  extract ¥ 2 % glucosa levaduras 1986)
Peptone La adicion de geneticina (200
Dextrose) mg/l) se realizd para la seleccion
de transformantes portadores de
la casette de delecion KANMX4
YPDA 1% extracto de levadura, 2% | Medio rico suplementado con | (Sherman et al.,
(Yeast  extract peptona, 2 % glucosa y 0,01% adenina | adenina  para  facilitar el | 1986)
Peptone Dextrose crecimiento de cepas con
Adenine) genotipo ade2
YPG 1 % extracto de levadura, 2 % peptona | Medio rico que permite la | (Sherman et al.,
(Yeast  extract y 2 % galactosa induccién de la expresion de | 1986)
Peptone genes  controlados  bajo el
promotor GAL1

Galactose)
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Medio  Sintético | 2% glucosa, 0,17 % base nitrogenada | Medio  sintético  para el | (Sherman et al.,
SD: Synthetic | para levaduras, 0,5 % sulfato aménico | crecimiento de levaduras. Se | 1986)
Dextrose y 0,19 % de mezcla de aminoécidos | suplementa con los aminoacidos
comercial (Formedium) correspondientes para la
seleccion y el mantenimiento de
transformantes  portadores de
diferentes ~ marcadores  de
auxotrofias
Medio  Sintético | 1,5% rafinosa, 0,177 % base | A diferencia del medio SD, la | (Sherman et al.,
SR: Synthetic | nitrogenada para levaduras, 0,5 % | glucosa es sustituida por rafinosa | 1986)
Raffinose sulfato aménico y 0,19 % de mezcla de | para impedir que el promotor
aminodcidos comercial (Formedium) GAL1 se encuentre reprimido

Tabla IV. Compuestos adicionales que se afiaden a los medios generales de cultivo.

COMPUESTO CONCENTRACION UTILIDAD Y CARACTERISTICAS
Rojo Congo (RC) 30 pg/mL en medio liquido; | Interfiere con la correcta construccion de la
(MERCK) de 25 a 100 pg/mL en medio | pared celular de lavaduras a través de su unién
solido a quitina

Zimoliasa 100T (ZL) 0,4 U/mL Coctel de proteasas y f-(1,3)-glucanasas

(ImmunO™, MP BIOMEDICALS, procedente del cultivo del microorganismo

Inc) Arthrobacter luteus que degradan la pared
celular fangica

Sorbitol De 0,8a 1M Aumento de la osmolaridad externa

Feromona (a-factor) 3uM Desencadena la formacién de “shmoos” y el
apareamiento de levaduras

3. MANIPULACION DE MICROORGANISMOS

3.1 Condiciones generales de crecimiento

Las condiciones de incubacién de los microorganismos fueron las siguientes:

- E. coli: temperatura de 37°C y 200-220 rpm para incubaciones en medio liquido.
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- S. cerevisiae: se utilizaron temperaturas de 24°C y 30°C como condiciones normales de

crecimiento a velocidades de agitacién entre 180 y 220 rpm. Los experimentos de choque
térmico se realizaron a 37-39°C. En la mayoria de las aproximaciones experimentales realizadas
se procedio inoculando el medio de cultivo liquido apropiado YPD o SD (si se trata de cepas
transformadas con plasmidos) con las cepas a estudiar, cultivandolas en agitaciéon durante toda
la noche, de tal manera que al dia siguiente el cultivo hubiera alcanzado su fase estacionaria de
crecimiento. Los cultivos se refrescaron a una DOso de 0,3 y se incubaron durante
aproximadamente 2-3h mas hasta que se afiadié la droga correspondiente. De este modo, el
cultivo se encontraba en fase de crecimiento exponencial, ideal para la mayoria de las
aproximaciones que se han llevado a cabo en este trabajo. Transcurrido el tiempo conveniente,
las células se recogieron por centrifugacion en frio. Las cepas transformadas con plasmidos que
portan el promotor GAL1 fueron incubadas en medio SR durante una noche. Al dia siguiente, las
células se inocularon a una DOggo de 0,2 en medio YPG o se afiadié galactosa al medio SR a
una concentracion final del 2% y se incubaron durante 6 h, tras las cuales fueron recogidas por
centrifugacion a 4°C. La presencia de galactosa en el medio de cultivo induce la expresion de
genes situados bajo el control del promotor GALT.

3.2 Determinacion del crecimiento y condiciones de

conservacion

El seguimiento del crecimiento de los cultivos en medio liquido se realiz6 a través de la medida
de su absorbancia a 600 nm en un espectrofotometro Beckman DU640. Para ello se realizaron
las diluciones adecuadas de forma que la medida de densidad 6ptica (DO) se encontrara en el
intervalo de linealidad del espectro. Las cepas de levadura se conservaron a una temperatura de
-80°C en una solucién de glicerol al 50% (v/v). La conservacion de las cepas de E.coli portadoras
de los diferentes plasmidos se llevd a cabo también a -80°C en glicerol al 25% (v/v) tras su

crecimiento en medio LB con el antibi6tico correspondiente.

3.3 Ensayos de sensibilidad en placa

La sensibilidad o resistencia de las cepas a diferentes condiciones de crecimiento o compuestos
en el medio de cultivo se determind mediante ensayos de sensibilidad en placa, utilizando la
técnica de siembra de gota en medio solido. Para ello, partiendo de cultivos celulares en fase
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estacionaria, en los que se igual6 la densidad de células a una DOsoo de 0,5, se realizaron
diluciones decimales seriadas en placa de 96 pocillos utilizando agua esterilizada. Finalmente,
con la ayuda de un replicador (modelo VP407AH Multi-blot Replicador de V&P Scientific, Inc.) se
sembraron 5 uL de cada dilucion en el medio solido apropiado. Como 1 DOsoo equivale
aproximadamente a 107 células/mL, en la primera gota se inocularon unas 2,5 x 104 células, y
unas 25 células en la cuarta y ultima gota. Las placas se incubaron durante 48-72 horas a 24°C o
30°C.

4. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR Y
MANIPULACION DEL DNA

Las técnicas basicas de biologia molecular de extraccion de DNA plasmidico de E. coli mediante
lisis alcalina, digestion con enzimas de restriccion, desfosforilacion del extremo 5’ del DNA,
amplificacion del DNA mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), etc. se llevaron a
cabo siguiendo los protocolos clasicos (Sambrook et al, 1989;Ausubel et al, 1993). La
transformacion de E.coli se realizd segun el método de Hanahan (1983), y la de S. cerevisiae
segun el método del acetato de litio (Ito et al., 1983).

Para la extraccion y purificacion de DNA plasmidico se utilizaron sistemas comerciales de la
casa Roche Diagnostics (High Pure Plasmid Isolation Kit). Las enzimas de restriccion
empleadas, la T4-DNA ligasa y la DNA fosfatasa (CIAP, calf intestine alkaline phosphatase)
procedian de Roche Diagnostics. La separacion del DNA se llevd a cabo mediante electroforesis
en geles de agarosa (0,8-1%) preparados en tampon TAE (0,004M Tris Acetato pH 7.5, 0,001M
EDTA pH 8). EI DNA se visualizd mediante la adicion de GelRed al gel de agarosa y se observo
en un transiluminador de luz UV. Para la elucién de fragmentos de DNA de geles de agarosa, se
empled el kit comercial Geneclean Turbo (Q-Bio Gene). La secuenciacion de DNA se realizé en
la Unidad de Secuenciacion Automatizada de DNA del Parque Cientifico de Madrid/UCM.

4.1 Mutagénesis dirigida

La mutagénesis de residuos puntuales se llevé a cabo mediante mutagénesis dirigida (Wang y

Malcolm, 1999) por PCR empleando la enzima DNA polimerasa Turbo Pful (Stratagene). Se
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disefiaron oligonucledtidos que amplificaban el plasmido que contenia la secuencia de DNA a

mutagenizar, pero sustituyendo las bases necesarias para conseguir las mutaciones deseadas.
El producto de la PCR fue digerido con la enzima Dpnl y transformado en E. coli. Se verific la
presencia de la mutacion mediante secuenciacion. Gracias al programa informético WatCut se
introdujo una mutacién silenciosa en los cebadores, variando alguna base nitrogenada que
dentro del codon sigue codificando el mismo aminoacido, pero que en la secuencia introduce un
punto de corte para una enzima de restriccion que no existe en la version silvestre permitiendo

conocer qué clones de E. coli portan la mutacion antes de su envio al servicio de secuenciacion.

4.2 Oligonucleétidos utilizados

Los oligonucleétidos (sintetizados por Sigma) empleados en la realizacion de este trabajo se

detallan a continuacion en la Tabla V.

Tabla V. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo. Las secuencias reconocidas por las

enzimas de restriccion se encuentran subrayadas.

NOMBRE SECUENCIA UTILIDAD

F-MSG5 GGAATTCCATATGATGCAATTCACTCAGATAAGC Amplificacion del

fragmento MSG5'-123
R-MSG5 123 CCGCTCGAGTTAGGATGATTTTGTATACACGCTTGG

F-MSG5 MUTD AGCGAGGCCTCTGCAGCTGCACTACCAACATCTTTGAAGAACC | Mutagénesis  dirigida

GAACTG del docking site YT de
MSG5:
R-MSG5MUTD | AGATGTTGGTAGTGCAGCTGCAGAGGCCTCGCTTCGCCTCATC | 14004 Y103AT104A
GACAGC
F-SLT2 ACGCGTCGACTTCATATGATGGCTGATAAGATAGAGAG Amplificacion  de  los
fragmentos:
R-SLT2 273 TCGCGTCGACCTCGAGCTAACCTAATTGATGTATGTAGTCC
SLT21373
R-SLT2 373 TCGCGTCGACCTCGAGCTATAATTGCCTTTGCTCTTCTAATAG | g1 Toram
F-SLT2 274 ACGCGTCGACCCCATATGTTCATTCCAAAAGTACCTTTTGTC SLT 221373
F-MLP1 274 ACGCGTCGACCCCATATG AATATCCCGGGAAGATCGTTTG Amplificacion del

fragmento MLP1274-373
R-MLP1 373 TCGCGTCGACCTCGAGTTATGATGGGGAATCACCGC
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F-SDP1 Ncol CATGCCATGGCCATGAACATATACACATCACCCACG Amplificacién de SDP1
y SDP1IAYATA
F-SDP1 SD Ncol | CATGCCATGGCCATGAACGCAGCCGCATCACC
R-SDP1 Sacl TCGCGAGCTCCGGTACTTTTCTATAACTGTTGGC
F-promSDP1 CATGAAGCTTGGTGGCCCAAAGTAACACTTC Amplificacién de SDP1
con su propio promotor
R-SDP1 BamHI TCGCGGATCCCGGTACTTTTCTATAACTGTTGGC
F-SDP1 Hindlll CATGAAGCTTCTTGTAGCCATAATCTCGCATG Amplificacién de SDP1,
SDP1C140A-A
F-SDP1I3A Hind | CATGAAGCTTCTTGTAGCCATAATCTCGCATGAACGCATACACA SDP1CH0AYA
TCACCCACG SDPC140A-TA
F-SDP1Y4A Hind | CATGAAGCTTCTTGTAGCCATAATCTCGCATGAACATAGCCACA
TCACCCACGCG
F-SDP1T5A Hind | AAGCTTCTTGTAGCCATAATCTCGCATGAACATATACGCATC
R-SDP1 myc Sacl | TCGCGAGCTCACTAGGTAATACGACTCACTATAG
F-SDP1 MUTD GTAGCCATAATCTCGCATGAACGCAGCTGCATCACCCACGCGA | Mutagénesis  dirigida
ACACCGAAC del docking site IYT de
SDP1:
R-SDP1 MUTD GTTCGGTGTTCGCGTGGGTGATGCAGCTGCGTTCATGCGAGAT
TATGGCTAC RAYAATIA
F-SDP1 MUTC GAAGATACTGATACATGCCCAATGTGGGCTCTCGAGATCCGCA | Mutagénesis dirigida de
ACG la cisteina catalitica de
SDP1: C140A
R-SDP1 MUTC CGTTGCGGATCTCGAGAGCCCACATTGGGCATGTATCAGTATC
T7C
F-MLP1 TCGCGGATCCATGGCGACTGACACCGAGAG Amplificacién de MLP1
R-MLP1 TCGCGTCGACTTAGTTAACACCCTGAAATGAATTAGAG
F-BCK1 CATGTCTAGAAAGGAATTCGCCTGGATGAAGG Amplificacién del
fragmento ~ BCK11172-
R-BCK1 CATGGTCGACCTATTCAGTTTTATTCTCCTGAGAGG 1478
F-PTP1 CGCGGATCCATGGCAGCTGCACCATGG Amplificacion de PTP1




Materiales y Métodos _

R-PTP1 CGCGGATCCTTGGTTCACGGAAAGACTGTTAAG

MLP1 UP TGAATTATCAAGAATGCACAAAAGC Amplificacién del gen
MLP1 mediante PCR

MLP1RP TCCTTCCCTTCAAACATTGGTT cuantitativa

CRHF ACTACCCAGATATCAAGCAAATACACA Amplificacion del gen
CRH1 mediante PCR

CRHR TCAGCACCGTTAGAAATTTGAACA cuantitativa

FKS2F CCGTCAAATCCGTCCTCCTAT Amplificacién del gen
FKS2 mediante PCR

FKS2R GTACAAGCTGCAATACCTCCTAACC cuantitativa

PIR3-F TCGTTGCCAACAGACAGTTC Amplificacién del gen
PIR3 mediante PCR

PIR3-R TTCATGGCACTGAGAACCAA cuantitativa

4.3 Plasmidos utilizados

Los plasmidos empleados en la realizacion de este trabajo se detallan en la Tabla VI.

Tabla VI. Plasmidos utilizados en este trabajo.

PLASMIDO CARACTERISTICAS PROCEDENCIA
pGEM-T ori bla lacZ Promega
PEG(KG) ori 21 bla URA3 GAL1p GST (Mitchell et al., 1993)
PEG(KG)-SLT2 ori 2 bla URA3 GAL1p GST-SLT2 (Flandez et al., 2004)
PEG(KG)-SLT2274373 ori 2u bla URA3 GAL1p GST-SLT2274-373 Dra. Inmaculada Cosano
PEG(KG)-FUS3 ori 2u bla URA3 GAL1p GST-FUS3 (Marin et al., 2009)
PEG(KG)-PTC1 ori 2u bla URA3 GAL1p GST-PTC1 Dra. Lorena Palacios
PEG(KG)-MKK1S386P ori 2 bla URA3 GAL1p GST-MKK1S386P Dr. Humberto Martin
YCpLG ori CEN4 bla LEU2 lacZ GAL1p (Bardwell et al., 1994)
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YCpLG-GFP

ori CEN4 LEUZ lacZ GAL1p GFP

(Rodriguez-Escudero et al.,
2006)

YCplac111-SLT2-HA

ori CEN4 LEUZ lacZ SLT2-HA

Dr. David Levin.

pRS316

ori CEN6 URA3 lacZ

(Sikorski y Hieter, 1989)

pRS316-BCK1-20

ori CEN6 URA3 lacZ BCK1-20

(Lee y Levin, 1992)

pRS315

ori CEN6 LEU2 lacZ

(Sikorski y Hieter, 1989)

pRS315-pGAL1-STE4

ori CEN6 LEU2 lacZ pGAL1-STE4

(Dohlman et al., 1995)

YEplac112-PKC 1439644054406

ori 21 bla TRP1 lacZ GAL1p-PKC 143964054406

(Martin et al., 2000)

YEplac181 ori 2y bla LEU2 lacZ Dr. Joaquin Arifio
YEplac181-PTC1 ori 2u bla LEU2 lacZ PTC1 Dr. Joaquin Arifio
pYES?2 ori 2u1 bla URA3 lacZ GAL1p Invitrogen

pYES3 ori 2u bla TRP1 lacZ GAL1p Invitrogen
pYES3/CT-GFP ori 2u bla TRP1 lacZ GAL1p GFP (Andres-Pons et al., 2007)
PYES3-GFP-PTC1 ori 2u bla TRP1 lacZ GAL1p GFP-PTC1 Dra. Lorena Palacios
YEp352 ori 2u bla lacZ(MCS) URA3 (Hill et al., 1986)
YEp352-pMLP1-lacZ ori 2u bla lacZ(MCS) URA3 MLP1p (Garcia et al., 2009)
YEp352(H)-pMLP1-lacZ ori 2y bla lacZ(MCS) HIS3 MLP1p Dra. Ana Belén Sanz
YEp352-MSG5-GST ori 2u bla lacZ(MCS) URA3 MSG5-GST Dra. Maria José Marin
YEp352-MSG5C319A-GST ori 2u bla lacZ(MCS) URA3 MSG5C319A-GST Dra. Maria José Marin

YEp352-MLP1-GFP

ori 2y bla lacZ(MCS) URA3 MLP1-GFP

(Rodriguez-Pefia et al., 2008)

YEp352(H)-MLP1-GFP

ori 2u bla lacZ(MCS) HIS3 MLP1-GFP

Dra. Ana Belén Sanz

YCplac22

ori CEN4 TRP1 lacZ

(Gietz y Sugino, 1988)

YCplac22-MSG5myc

ori CEN4 TRP1 lacZ MSG5-6MYC

(Flandez et al., 2004)
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pRS305-myc ori bla LEU2 lacZ 6MYC (Flandez et al., 2004)
pGADT7 ori 2 bla GAL4 AD LEU2 HA Clontech

pGADT7-KSS1 ori 2 bla GAL4 AD LEU2 HA KSS1 (Palacios et al., 2011)
pGADT7-FUS3 ori 2 bla GAL4 AD LEU2 HA FUS3 (Palacios et al., 2011)
pGADT7-SLT2¢d ori 2u bla GAL4 AD LEU2 HA SLT2«d (Palacios et al., 2011)
pGADT7-MLP1cd ori 2 bla GAL4 AD LEU2 HA MLP1<d (Palacios et al., 2011)
pGBKT7 ori 21 GAL4 DNA-BD TRP1 kanr c-Myc Clontech

pGBKT7-MSG5 ori 211 GAL4 DNA-BD TRP1 kanr c-Myc MSG5 | (Palacios et al., 2011)
pGBKT7-MSG5-123 ori 2u GAL4 DNA-BD TRP1 kanr c-Myc | (Palacios et al., 2011)

MSG5123

pRS315-pFIG1-GFP

ori CEN6 LEU2 pFIG1-GFP

Dr. Humberto Martin

pRS423-pFUS1-lacZ ori 2u HIS3 pFUS1-lacZ Dr. HG. Dohiman
PET15b ori bla lacZ Novagen
PET15b-SLT2 ori bla lacZ SLT2 (Palacios et al., 2011)
PET15b-MLP1 ori bla lacZ MLP1 (Palacios et al., 2011)
PGEX(KG) ori bla Ptac-GST (Guan y Dixon, 1991)
PGEX(KG)-MKK1 ori bla Ptac-GST-MKK1 (Martin et al., 2000)
pGEX6-P1-MSG5 ori bla lacZ GST-MSG5 (Palacios et al., 2011)
PETGEXCT ori bla lacZ GST (Sharrocks, 1994)
YCplac111 ori CEN4 LEU? lacZ (Gietz y Sugino, 1988)

YCplac111-SLT21-373

ori CEN4 LEUZ lacZ- SLT21-373

Dra. Inmaculada Cosano

pRS416

ori CEN6 URA3 lacZ

(Sikorski y Hieter, 1989)

pRS416-MKK1myc

ori CEN6 URA3 lacZ MKK1myc

(Jiménez-Sanchez et al., 2007)




Materiales y Métodos

pRS416-MKK2myc ori CEN6 URA3 lacZ MKK2myc (Jiménez-Sanchez et al., 2007)
PRS416-MKK1K250Rmyc ori CEN6 URA3 lacZ MKK1***"myc (Jiménez-Sanchez et al., 2007)
PRS416-MKK2K243Rmyc ori CEN6 URA3 lacZ MKK2"***Fmyc Dra. M. Jiménez-Sanchez

pPRS425-STE11-4

ori CEN6 HIS3 lacZ STE11-4

(Ramezani et al., 1998)

pRS425-SLT2-GFP ori CEN6 HIS3 JacZ SLT2-GFP (Hahn y Thiele 2002)
pUCS57-MSG5NA ori bla lacZ MSG5NA GenScript
pUCS57-MSG5¢7A ori bla lacZ MSG5¢7A GenScript

pRS316-YVH1

ori CEN6 URA3 lacZ YVH1

(Kemmler et al., 2009)

PRS316-YVH1CH17A

ori CEN6 URA3 lacZ YVH1 ¢117A

(Kemmler et al., 2009)

PpRS315-YVH1223-364 ori CEN6 URA3 lacZ YVH1223-364 (Kemmler et al., 2009)
BG1805-LTP1 bla URA3 GAL1p LTP1 Open Biosystems
BG1805-SSU72 bla URA3 GAL1p SSU72 Open Biosystems
BG1805-CNA1 bla URA3 GAL1p CNA1 Open Biosystems
BG1805-PPZ1 bla URA3 GAL1p PPZ1 Open Biosystems
BG1805-PPZ2 bla URA3 GAL1p PPZ2 Open Biosystems
BG1805-SAP155 bla URA3 GAL1p SAP155 Open Biosystems
BG1805-MIH1 bla URA3 GAL1p MIH1 Open Biosystems
BG1805-0CA1 bla URA3 GAL1p OCA1 Open Biosystems
BG1805-0OCA2 bla URA3 GAL1p OCA2 Open Biosystems
BG1805-OCA6 bla URA3 GAL1p OCA6 Open Biosystems
BG1805-CDC55 bla URA3 GAL1p CDC55 Open Biosystems
BG1805-PPH21 bla URA3 GAL1p PPH21 Open Biosystems
BG1805-PPH22 bla URA3 GAL1p PPH22 Open Biosystems




Materiales y Métodos

BG1805-PPS1 bla URA3 GAL1p PPS1 Open Biosystems
BG1805-SIT4 bla URA3 GAL1p SIT4 Open Biosystems
BG1805-YCH1 bla URA3 GAL1p YCH1 Open Biosystems
BG1805-PTC1 bla URA3 GAL1p PTC1 Open Biosystems
BG1805-PTC2 bla URA3 GAL1p PTC2 Open Biosystems
BG1805-PTC4 bla URA3 GAL1p PTC4 Open Biosystems
BG1805-PTC5 bla URA3 GAL1p PTC5 Open Biosystems
BG1805-PTC6 bla URA3 GAL1p PTC6 Open Biosystems
BG1805-PTC7 bla URA3 GAL1p PTC7 Open Biosystems
BG1805-PTP1 bla URA3 GAL1p PTP1 Open Biosystems
BG1805-PTP2 bla URA3 GAL1p PTP2 Open Biosystems
BG1805-SDP1 bla URA3 GAL1p SDP1 Open Biosystems
BG1805-CMP1 bla URA3 GAL1p CMP1 Open Biosystems
BG1805-CMP2 bla URA3 GAL1p CMP2 Open Biosystems
BG1805-CDC14 bla URA3 GAL1p CDC14 Open Biosystems
BG1805-TEP1 bla URA3 GAL1p TEP1 Open Biosystems
BG1805-MSG5 bla URA3 GAL1p MSG5 Open Biosystems
BG1805-CNB1 bla URA3 GAL1p CNB1 Open Biosystems
BG1805-SIW14 bla URA3 GAL1p SIW14 Open Biosystems
BG1805-YVH1 bla URA3 GAL1p YVH1 Open Biosystems
BG1805-FCP1 bla URA3 GAL1p FCP1 Open Biosystems
BG1805-PSR1 bla URA3 GAL1p PSR1 Open Biosystems
BG1805-PSR2 bla URA3 GAL1p PSR2 Open Biosystems
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BG1805-PPG1 bla URA3 GAL1p PPG1 Open Biosystems
BG1805-PPQ1 bla URA3 GAL1p PPQ1 Open Biosystems
BG1805-RTS1 bla URA3 GAL1p RTS1 Open Biosystems
BG1805-RTS3 bla URA3 GAL1p RTS3 Open Biosystems
BG1805-TPD3 bla URA3 GAL1p TPD3 Open Biosystems
BG1805-SAP185 bla URA3 GAL1p SAP185 Open Biosystems
BG1805-PPT1 bla URA3 GAL1p PPT1 Open Biosystems
BG1805-SAP4 bla URA3 GAL1p SAP4 Open Biosystems
BG1805-FUS3 bla URA3 GAL1p FUS3 Open Biosystems
PEGH-GST-PTP1 bla URA3 GAL1p GST-PTP1 Open Biosystems

4.4 Plasmidos generados

El procedimiento de construccion de los plasmidos generados en este trabajo se detalla en la
Tabla VII. Todos los productos de PCR se clonaron en el vector pGEMT donde fueron

secuenciados y a partir del que fueron subclonados a otro vector.

Tabla VII. Plasmidos generados en este trabajo.

PLASMIDO PROCEDIMIENTO DE CONSTRUCCION
pRS315-pMLP1-GFP | Se digirio el plasmido pRS315-pFIG1-GFP con las enzimas de restriccion PspOMI y
Xhol, que liberan FIG1p, e introduciendo en su lugar el inserto que porta el promotor de
MLP1, tras su amplificacion por PCR con los oligonucleétidos FMLP1PR y RMLP1PR.

PEG(KG)-MLP1 Se amplificd el ORF de MLP1 usando los cebadores F-MLP1 y R-MLP1 y se subcloné en
PEG(KG) en los puntos BamH| y Sall.

PGBKT7-MSG5AYATA | Mutagénesis dirigida sobre el plasmido pGBKT7-MSG5 empleando los oligonucleétidos
F-MSG5 MUTD y R-MSG5 MUTD.

PGBKT7-MSG5™123- | Mutagénesis dirigida sobre el plasmido pGBKT7-MSG5''23  empleando los
IAYATA oligonucledtidos F-MSG5 MUTD y R-MSG5 MUTD.
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YCplac22- Mutagénesis dirigida sobre el plasmido YCplac22-MSG5myc empleando los
MSG5AYATAmyc oligonucleétidos F-MSG5 MUTD y R-MSG5 MUTD.
YEp352-MSG5C319A- | Mutagénesis dirigida sobre el plasmido YEp352-MSG5C319A-GST empleando los
IAYATA-GST oligonucledtidos F-MSG5 MUTD y R-MSG5 MUTD.
pRS305-SDP1myc Se amplifico el promotor (-1000pb) y el ORF de SDP1 con los cebadores F-promSDP1 y
R-SDP1 BamHl y se subclond en pRS305-myc en los puntos Hindlll y BamHl.
YCplac22-SDP1myc | Se subcloné el fragmento Hindlll-Sacl procedente del pRS305-SDP1myc que lleva el
promotor de SDP1 (-1000pb) y su ORF marcado con 6 epitopos myc en C-terminal.
YCplac22- Mutagénesis dirigida sobre el plasmido YCplac22-SDP1myc empleando los
SDP1AYATAmyc oligonucledtidos F-SDP1 MUTD y R-SDP1 MUTD.
pYES2-SDP1myc Se amplificd el ORF de SDP1 con myc a partir de YCplac22-SDP1myc con los
cebadores F-SDP1 Hindlll y R-SDP1myc Sacl y se subcloné en pYES2 (Hindlll y Sacl).
pYES2- Se gener6 del mismo modo que pYES2-SDP1myc pero realizando una PCR sobre el
SDP1AYATAmyc molde YCplac22-SDP1AYATAmyc,
pYES2- Mutagénesis  dirigida sobre el plasmido pYES2-SDP1myc empleando los
SDP1¢140Amyc oligonucleétidos F-SDP1 MUTC y R-SDP1 MUTC.
pYES2-SDP1C140A- Mutagénesis dirigida sobre el plasmido pYES2-SDP1AYATAmyc empleando los
IAYATAmyc oligonucleétidos F-SDP1 MUTC y R-SDP1 MUTC.
pYES2-SDP1C140A- Se amplificd el ORF de SDP1€140A con myc a partir de pYES2-SDP1¢4%myc con los
"Amyc cebadores F-SDP1I3AHind y R-SDP1myc Sacl y se subclon6 en pYES2 (Hindlll y Sacl).
PpYES2-SDP1C140A- Se amplific el ORF de SDP1€140A con myc a partir de pYES2-SDP1¢4%myc con los
YAmyc cebadores F-SDP1Y4AHind y R-SDP1myc Sacl y se subclond en pYES2.
pYES2-SDP1C140A- Se amplificd el ORF de SDP1€140A con myc a partir de pYES2-SDP1¢4%myc con los
Amyc cebadores F-SDP1T5AHind y R-SDP1myc Sacl y se subcloné en pYES?2.
pYES3-BCK111721476 | Se obtuvo el fragmento C-terminal de Bck1 (1172-1478) procedente del pGBT9-BCK1
(BCK1¢T) cortando con EcoRl y Sall y se subclon6 en los puntos EcoRI-Xhol de pYESS3.
YCpLG-BCK11172-1478 | Se amplifico el fragmento de Bck1 que contiene los residuos 1172-1478 usando los
(BCK1¢T) cebadores F-BCK1 y R-BCK1 y se subclon6 en YCpLG en los puntos Xbal y Sall.
YCplac22- YCplac22-MSG5myc se abrio con Clal y en él se subclond el fragmento Clal procedente
MSG5¥%myc del pUC57-MSG5N9 en el que se encuentran mutados los posibles 9 residuos de
fosforilacion del extremo N-terminal de Msgb5.
YCplac22- YCplac22-MSG5myc se abrid con Nsil-Notl y en él se subcloné el fragmento Nsil-Notl
MSG5¢7Amyc procedente del pUC57-MSG5¢7A en el que se encuentran mutados los posibles 7

residuos de fosforilacion de la extension C-terminal de Msgb.
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YCplac22- YCplac22-MSG5N¥Amyc se abrié con Nsil-Notl y en él se subcloné el fragmento Nsil-Notl
MSG5"myc procedente del pUCH7-MSG5¢7A en el que se encuentran mutados los posibles 7
residuos de fosforilacion de la extension C-terminal de Msgb.
PET15b-SLT21-373 Se amplific el fragmento de SLT2 que codifica los aminoacidos 1-373 usando los
cebadores F-SLT2 y R-SLT2 373 y se subclond en pET15b en los puntos Ndel y Xhol.
PET15b-SLT21-273 Se amplific el fragmento de SLT2 que codifica los aminoacidos 1-273 usando los
cebadores F-SLT2 y R-SLT2 273 y se subclond en pET15b en los puntos Ndel y Xhol.
PET15b-SLT2274375- | Se amplifico el fragmento de SLT2 que codifica los aminoacidos 274-373 usando los
cb cebadores F-SLT2 274 y R-SLT2 373 y se subclon6 en pET15b (Ndel-Xhol).
PET15b-SLT2274373<d | Se generd del mismo modo que pET15b-SLT2274-373-C0 pero realizando una PCR sobre
una version de SLT2 que contiene las mutaciones D323N,D326N,E327N.
PET15b-MLP1274-373- | Se amplifico el fragmento MLP1 que codifica los aminoécidos 274-373 usando los
cb cebadores F-MLP1 274 y R-MLP1 373 y se subclon6 en pET15b (Ndel- Xhol).
PET15b-MLP1274373- | Se generé del mismo modo que pET15b-MLP1274-373-CD pero realizando una PCR sobre
od una version de MLP1 que contiene la mutacion D326N.
PGEX6-P1- Mutagénesis  dirigida sobre el plasmido pGEX6-P1-MSG5 empleando los
MSG5AYATA oligonucledtidos F-MSG5 MUTD y R-MSG5 MUTD.

pGEX6-P1-MSG5™
123

Se amplifico el fragmento de Msg5 entre los residuos 1-123 usando los cebadores F-
MSG5 y R-MSG5 123 y se subcloné en pGEX6-P1 en los puntos Ndel y Xhol.

PGEX6-P1-MSG5*

123-IAYATA

Se generé del mismo modo que pGEX6P1-MSG5'-'23 pero realizando una PCR sobre
una version de Msg5 que contiene las mutaciones 1102AY103AT104A.

PETGEXCT-SDP1 Se amplifico el ORF de SDP1 usando como molde YCplac22-SDP1myc y los cebadores
F-SDP1 Ncol y R-SDP1 Sacl y se subcloné en pETGEXCT en los puntos Ncol y Sacl.

PETGEXCT- Se amplificé el ORF de SDP1 usando como molde YCplac22-SDP1myc los cebadores F-

SDP1IAYATA SDP1SD Ncol y R-SDP1 Sacl y se subclon6 en pETGEXCT en los puntos Ncol y Sacl.

YCplG-PTC1-GFP

Se obtuvo el ORF de Ptc1 procedente del plasmido pYES2-GFP-PTC1 cortando con
BamHl y se subcloné en YCplG-GFP

YCplG-PTP1-GFP

Se amplifico el ORF de PTP1 usando los cebadores F-PTP1 y R-PTP1 y se subclond en
YCplG-GFP en el punto BamHI|

BG1805-YVH1C117A

Se obtuvo el ORF de Yvh1¢17A procedente del plasmido pRS316-YVH1C117A cortando

con Clal y Spel y se subclond en BG1805-YVH1 abierto con las mismas enzimas
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5. ENSAYOS DE ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA

Este tipo de determinacion se utilizd para cuantificar los niveles de expresion de fusiones
transcripcionales de diversas regiones promotoras de genes de interés al gen lacZ de E. coli que

codifica la enzima -galactosidasa.

Las cepas en estudio, transformadas con el plasmido correspondiente, se cultivaron y
procesaron segun se describe en el apartado 3.1. Se recogié un volumen de 15 mL por
centrifugacién en frio y se congelaron los sedimentos de células a -80°C. Posteriormente, las
celulas se resuspendieron en 250 pl de tampdn de rotura (100mM Tris-HCI pH=8, 1mM DTT,
20% de glicerol) y 5 ul del inhibidor de proteasas PMSF 0,1M. Seguidamente, se afiadio 1/3 del
volumen de bolitas de vidrio de Tmm de didmetro (Glasperlen, Germany) para romper las células
en la Fast-prep FP120 (BIO101/Savant) aplicando dos pulsos a una fuerza de 5,5 durante 30
segundos. La concentracién de proteina del extracto celular total obtenido se determind

mediante el método de Bradford.

El ensayo de B-galactosidasa se realizo en formato de placa multipocillo, tomando como base el
método descrito por Amberg (2005). La mezcla de reaccion se prepar6 en 90 L de tampon Z
(16,1 g/l NaoPOs+7H20, 5,5 g/l NaH.POs, 0,75 g/l KCI y 0,246 g/l MgSO4+7H20) con f-
mercaptoetanol (3-ME) (2,7 ml/l), a los que se afiadieron después 5-10 UL del extracto proteico
en tampdn de lisis. A continuacion se afiadieron 20 pL de orto-nitrofenil-B-Dgalactopiranésido
(ONPG) (4 mg/mL en tampon Z) que al ser utilizado como sustrato por la enzima -galactosidasa
produce orto-nitrofenol, compuesto de color amarillo que se puede medir
espectrofotometricamente. La placa asi preparada se incub6 a 30°C durante un tiempo
determinado (en general 10 minutos) y se paré la reaccién afiadiendo a cada pocillo 50 uL de
Na2CO3 1M. La lectura se realizé en un lector de placas multipocillo (Microplate Reader Model
680, BioRad) a 415 nm. El resultado se expreso calculando la actividad especifica (-
galactosidasa, de acuerdo a la siguiente formula:

Actividad especifica _ DO415 x 0,17

B-galactosidasa 0,0045 x proteina (mg/mL) x volumen de extracto (mL) x tiempo de incubacién (min)



m Materiales y Métodos
6. CITOMETRIA DE FLUJO

Se realizaron ensayos de citometria de flujo con el fin de cuantificar los niveles de expresion de
distintos genes de interés. Se han utilizado diversas construcciones en las que bien las regiones
promotoras o bien las secuencias codificantes de dichos genes de interés estan fusionadas a la

proteina verde fluorescente GFP (Green fluorescent protein).

Las cepas transformadas con el plasmido correspondiente se cultivaron y procesaron segun se
describe en el apartado 3.1. Se recogié por centrifugacion a temperatura ambiente un volumen
de 200uL de cultivo en fase exponencial. Con el fin de detener la sintesis proteica las células se
resuspendieron en una solucién de cicloheximida (10ug/mL) en PBS. Para realizar el anélisis se
utilizé el citémetro de flujo CyAn MLE (Dako, Glostrup, Denmark) del Centro de Citometria y
Microscopia de Fluorescencia de la UCM asi como el citdmetro Guava EasyCyte (Millipore) y el
programa InCyte. La fluorescencia de GFP se midi6 a través de un laser de azul de excitacion
(488nm) y un filtro detector de emision verde (525/30nm). Los parametros iniciales del citometro
se ajustaron con células de levadura que no expresaban GFP (blanco).

7. TECNICAS DE MICROSCOPIA

Las iméagenes de S. cerevisiae se obtuvieron tras la observacion en un montaje humedo,
utilizando un microscopio invertido Eclipse TE2000U Nikon Eclipse TE2000-U. Las imagenes
digitales se adquirieron a través de una cdmara Hamamatsu ORCA-ER-CCD utilizando los
programas Aquacosmos 1.3 y HClmage. El brillo y contraste fue uniformizado con este ultimo y

posteriormente con el programa Adobe Photoshop CS4.

En los estudios de localizacién de la proteina verde fluorescente (GFP) se recogié un volumen
de 1 ml de células en fase exponencial de crecimiento mediante centrifugacion durante 3 minutos
a 5000 rpm y a 4°C. A continuacion, se lavaron las células dos veces con PBS y se procedié a su
observacién microscopica en un montaje himedo utilizando el microscopio ya mencionado
equipado con una lampara halégena y un cubo de filtros adecuados para microscopia de
epifluorescencia. Para la observacién de las proteinas en fusion a GFP se utiliz el filtro Nikon B-
2E/C.
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8. DETECCION DE PROTEINAS MEDIANTE WESTERN-
BLOTTING

8.1 Obtencion de extractos y preparacion de muestras

Los preindculos de células de levadura se cultivaron durante toda la noche a 24°C en medio rico
YPD. Al dia siguiente se refrescaron los cultivos a una densidad dptica de 0,3 y se dejaron crecer
hasta alcanzar una DOgoo~0,6-; justo en este punto se les sometié al estimulo correspondiente
durante el tiempo indicado. Seguidamente las células se recogieron en tubos Falcon con hielo y
se centrifugaron a 2600 rpm durante 3 minutos a 4°C vy, tras eliminar el sobrenadante, se
congelaron directamente en nitrogeno liquido para posteriormente conservarlos a -80°C hasta su

rotura.

Para la rotura de las células, éstas se resuspendieron en tampén de lisis frio compuesto de
50mM Tris HCI pH 7,5, 10% de glicerol, 1% Triton X-100, 0,1% SDS, 0,1% de NP40, 150mM
NaCl, 5mM EDTA, 50mM NaF, 50mM [-glicerol-fosfato, 5mM pirofosfato sédico y 1mM
ortovanadato sddico. Con el fin de evitar la degradacion de las proteinas durante el proceso de
rotura celular se adicionaron a este tampdn de lisis los siguientes inhibidores de proteasas:
fenilmetil-sulfonil-fluoruro (PMSF 1mM) y la mezcla comercial de inhibidores de proteasas
Complete mini Complete Mini EDTA-free, Protease inhibitor cocktail tablets, (Roche) (una
pastilla/10 ml tampon de lisis). Se incorporaron perlas de vidrio de Ballotini de 1mm (Braun
Biotech) y se agito la mezcla en un aparato homogenizador de células Fast-Prep FP120
(BIO101/Savant) a una intensidad de 5,5 durante 30 segundos. A continuacion se separaron los
extractos celulares de las perlas de vidrio y restos celulares mediante centrifugacion refrigerada
a 4°C y 13000 rpm durante 15 minutos. Posteriormente los extractos proteicos fueron valorados
midiendo la absorbancia a 280 nm de una dilucién de los mismos en un espectrofotdmetro
Beckman DU 640 (1 unidad de densidad oOptica corresponde aproximadamente a 1,5 mg/ml de
proteina). Se igual6 la cantidad de proteina en todas las muestras, aumentando el volumen
cuando era necesario con tampon de lisis. A los extractos ya equilibrados se les afiadié tampén
de carga SDS-PAGE 2X (125mM Tris HCI pH 6,8, SDS 5%, 25% glicerol, azul de bromofenol; se
afiade 1/5 del volumen final de DTT 1M justo antes de usar) y se calentaron a 99°C durante 5
minutos para su desnaturalizacion. Las muestras ya preparadas se cargaron en un gel de

electroforesis o0 se conservaron a -20°C para su posterior utilizacion.
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8.2 Electroforesis de proteinas y transferencia a membranas

de nitrocelulosa

Para la separacion de las proteinas del extracto se utilizaron geles de poliacrilamida constituidos
por un concentrador al 5% y un separador al 8%, 10% o 15% en condiciones desnaturalizantes,
con SDS. Se realizd en cubetas Mini-Protean Il Cell (Bio-Rad) a un voltaje constante de 150-180
voltios. Se utilizé un tampon de electroforesis con la siguiente composicién: 196mM glicina, 0,1%
SDS, 50mM Tris-HCI pH=8,3. Como patrdn de pesos moleculares se empled el suministrado por
Invitrogen o Bio-Rad.

Una vez separadas las proteinas en el gel de poliacrilamida se transfirieron desde el gel a
membranas de nitrocelulosa (Hybond, Amersham) y como material protector y absorbente se
utilizé papel Whatman 3MM Chr. Se emplearon unas cubetas de transferencia Mini Trans-Blot
Transfer Cell (Bio-Rad) y un voltaje constante de 100 voltios durante 1 hora. El tampon de
transferencia empleado se compone de 5,8 g/l Tris, 2,9 g/l glicina 'y 0,37 g/l de SDS al que se

afiadié un 20% del volumen final de etanol justo antes de su utilizacién.

8.3 Inmunodeteccion

Una vez obtenidas las membranas se incubaron con solucion bloqueante Odyssey (LI-COR
Biosciences) o con leche desnatada al 5% en PBS durante una hora en agitacion con el fin de
evitar la unién inespecifica de los anticuerpos a la membrana. Posteriormente, las membranas se
incubaron toda la noche, a 4°C y en agitacion, con el anticuerpo primario correspondiente
disuelto en una de las soluciones bloqueantes previamente descritas. A continuacion, se
realizaron 5 lavados con PBS-Tween (Tween-20 al 0,1%) de 5 minutos cada uno. Seguidamente,
las membranas fueron incubadas de nuevo durante una hora, en agitacién y oscuridad, con los
anticuerpos secundarios conjugados con fluorocromos con dos espectros de absorcion distintos:
680nm (canal de deteccion 700) o 780nm (canal de deteccion 800). Se realizaron 3 lavados de la
membrana de 5 minutos con PBS-Tween y para finalizar otros 2 mas con PBS. Por Ultimo, se
visualizaron las membranas a través del escaner Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR
Biosciences). La cuantificacion de las bandas se llevo a cabo con el programa Odyssey version
2.1 (Athena).

Los anticuerpos utilizados estan recogidos en la tabla VIII.
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Tabla VIII. Anticuerpos empleados en este trabajo.

ANTICUERPO CARACTERISTICAS DILUCION CASA COMERCIAL
Anti-phospho-p44/42 Policlonal de conejo 1:2000 Cell Signalling
(Thr202/Tyr204)

Anti-a actina clon C4 Monoclonal de ratén 1:1000 Inmuno MP Biomedicals
Anti-G6PDH Policlonal de conejo 1:50.000 Sigma

Anti-GST (Z-5) Policlonal de conejo 1:2000 Santa Cruz Biotechnology
Anti-myc, clon 4A6 Monoclonal de raton 1:2000 Millipore

Anti-myc, clon 9E10 Monoclonal de raton 1:1000 Covance
Anti-polyHistidine, clon HIS-1 Monoclonal de ratén 1:1000 Sigma

Anti-HA, clon 11 Monoclonal de ratén 1:1000 Covance

Anti-GFP (JL-8) Monoclonal de raton 1:2000 Clontech
Anti-phospho-p38 (Thr180/Tyr182) | Policlonal de conejo 1:1000 Cell Signalling

IRDye 800CW Goat anti-rabbit Ac. secundario de conejo (verde) | 1:5000 Li-cor Biosciences
IRDye 680CW Goat anti-rabbit Ac. secundario de conejo (rojo) 1:5000 Li-cor Biosciences
IRDye 680CW Goat anti-mouse Ac. secundario de raton (rojo) 1:5000 Li-cor Biosciences

9. EXPRESION HETEROLOGA
LEVADURA EN E.coli

DE PROTEINAS

DE

Con el objetivo de mejorar la expresion de proteinas de S.cerevisaie en E.coli se eligio la cepa

Rosetta DE3 (derivada de la cepa BL21) ya que esta disefiada especificamente para conseguir

una eficiente traduccion incluso de aquellos codones de bajo uso en procariotas.

Se cultivé durante toda la noche a 37°C un preinoculo de 2 ml en LB suplementado con

ampicilina de cada uno de los transformantes que portaban plasmidos para la expresion de
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proteinas recombinantes fusionadas a GST o a una cola de histidinas. Al dia siguiente el cultivo
se refrescd afadiendo 100 ml del mismo medio. Cuando los cultivos alcanzaron una fase de
crecimiento exponencial entre una DO de 0,5 y 0,6 se afadio IPTG (isopropil-1-tio-D-
galactopirandsido) a una concentracion final de 0,5mM y se incubaron durante 3 horas a 30°C
para inducir la expresion heteréloga. Las células fueron recogidas por centrifugacion a 3000 rpm

durante 20 minutos a 4°C, obteniendo un sedimento de células que se conservo a -80°C.

Posteriormente, la células se resuspendieron en tampén fosfato PBS conteniendo 1mM DTT y
1mM EDTA al que se afiadieron inhibidores de proteasas (2mM PMSF) y lisozima (1 mg/ml).
Tras incubar en hielo durante 10 minutos, las células fueron sometidas a 10 ciclos de sonicacién
de 10 segundos cada uno. Posteriormente se centrifug6 el lisado a 13.000 rpm durante 15
minutos y se separ6 el sobrenadante con el extracto proteico que se conservé a -80°C para
realizar experimentos de interaccién de proteinas in vitro. Tanto el lisado total como la fraccion
soluble fueron analizadas mediante electroforesis y tincion del gel con azul de Coomasie para

verificar la correcta expresion de las proteinas.

10. ESTUDIOS DE INTERACCION ENTRE PROTEINAS

10.1 Ensayos de copurificacion in vivo

Los transformantes se cultivaron durante toda la noche en medio sintético con rafinosa (SR). Al
dia siguiente, en fase exponencial, se afiadié galactosa hasta una concentracion final del 2%,
durante 6 horas, induciendo asi la expresion de proteinas en fusion a distintos epitopos. Se
obtuvieron los extractos proteicos segun se ha descrito en el apartado 8.1 pero variando
ligeramente la composicion del tampon de lisis, que en este caso contenia menor cantidad de
detergentes (sin SDS ni Tritdn X-100) con el fin de favorecer la copurificacion de las proteinas.
Después de igualar la cantidad de proteina, se tomé una pequefia muestra para emplearla como
control de extractos sin purificar, que se proceso hirviéndola en tampén de carga como se ha
descrito anteriormente. Sobre el resto de muestra se afiadieron 30 pl de la matriz Glutathione
Sepharose 4B (GE Healthcare Life Sciences), previamente equilibrada al 50% con tampén de
lisis. Con el objetivo de favorecer el contacto del extracto con la matriz se aumenté el volumen
(hasta 300 pl) con dicho tampdn de lisis. Después de una hora de incubacién a 4°C en agitacion

rotatoria se realizaron varios lavados de la matriz con el mismo tampdn de lisis frio y finalmente
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se eluyeron las muestras hirviéndolas en 20 pl de tampon de carga 2X SDS-PAGE durante 5
minutos con el fin de separar las proteinas de la matriz. Estas muestras se cargaron en geles de
poliacrilamida para su inmunodeteccion por western-blotting, junto con los extractos previamente

separados de proteinas sin purificar.

10.2 Ensayos de copurificacion in vitro

Después de expresar las proteinas recombinantes en E.coli y obtener los extractos proteicos
deseados segun el protocolo descrito en el apartado 9, se procedié a la purificacion de las
proteinas fusionadas a GST. A los extractos proteicos descongelados en hielo se adicionaron 30
ul de la matriz Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare Life Sciences). Esta matriz se
resuspendio en tampon fosfato PBS que contenia 1mM de EDTA, inhibidores de proteasas (2mM
de PMSF) y 2mM de DTT con el fin de mantener un ambiente reductor que impida la
dimerizacion de GST a través de sus puentes disulfuro y favoreciendo de este modo su union a
la matriz de glutation y purificaciéon. Tras una hora de incubacién a 4°C en agitacion, se
realizaron un par de lavados de la matriz con dicho tampon fosfato, siempre en frio.
Posteriormente, los extractos proteicos fusionados a una cola de polihistidinas fueron afiadidos a
la matriz que lleva unida la proteina de fusion a GST de interés purificada en el paso previo. Para
favorecer la posible interaccidn de ambas proteinas se incubd la mezcla en agitacion a 4°C
durante una hora. Finalmente se efectuaron 3 lavados sobre la matriz con tampén fosfato
suplementado con inhibidores de proteasas y las proteinas purificadas fueron separadas de la
matriz mediante una elucién en 25 pl de tampdn de carga 2X SDS-PAGE y calentadas durante 5
minutos a 99°C. Las muestras se separaron o resolvieron en geles de poliacrilamida para su

inmunodeteccion por western-blotting.

10.3 Sistema de dos hibridos

Para la identificaciéon de interacciones entre proteinas in vivo en la levadura S. cerevisiae se ha
utilizado el sistema de doble hibrido basado en el factor de transcripcién Gal4 en células
diploides. Para la deteccion de interaccidn entre dos proteinas mediante este sistema, uno de los
genes se subclono en el vector pGBK-T7 en fase con el dominio de unién a DNA del gen GAL4y
bajo el control del promotor ADH1. Del mismo modo, el otro gen objeto de estudio se subclond

en el vector pGAD-T7 en fase con el dominio activador de transcripcion de GAL4, bajo el control
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del mismo promotor. Es necesario que ambas proteinas hibridas se expresen de forma
simultanea en la misma levadura; para ello cada uno de los plasmidos se transformé en dos
cepas de tipo sexual opuesto; es decir, pGBK-T7 en la cepa PJ69-4A y pGAD-T7 en la cepa
PJ69-4a. Con el fin de inducir el apareamiento entre ellas, ambas cepas se incubaron a 30°C en
medio liquido rico YPD, durante toda la noche. Posteriormente, se seleccionaron aquellas células
diploides que expresaban ambas proteinas de interés tras sembrar 50 pl de este cultivo en un
medio selectivo carente de leucina (marcador del vector pGAD-T7) y triptéfano (marcador del
vector pGBK-T7).

10.3.1 Valoracion cuantitativa de la interaccion (actividad B-galactosidasa)

Para cuantificar la interacciéon entre ambas proteinas se analizo, a través de la actividad B-
galactosidasa, la expresion del gen lacZ regulado por el factor de transcripcion Gal4. El protocolo

empleado para dicha valoracién fue el siguiente:

Los diploides seleccionados se inocularon en medio liquido selectivo durante la noche. A la
mafiana siguiente, 300 pl de este cultivo se refrescaron en 3 ml de YPDA (medio rico
suplementado con adenina); se dejaron crecer durante 3 0 4 horas (para que se encontraran en
fase de crecimiento exponencial) y se determind la DOgoo de cada cultivo. En este punto, se
recogieron las células por centrifugacién en un tubo eppendorf y posteriormente se realizd un
lavado con tampén Z (descrito en el apartado 5) con -mercaptoetanol, para resuspenderlas
posteriormente en 150 ul de este tampdn. La rotura de las células se llevd a cabo mediante 3
ciclos de congelacion-descongelacion en un bafio de nitrégeno liquido y en otro conteniendo
agua a 37°C, dejando las células durante un méaximo de 5 minutos en cada uno de los bafios.
Posteriormente se afiadié a cada tubo con las células rotas 810 pl de la mezcla de tampon Z con
B-mercaptoetanol (2,7ml/l) y ONPG (Orto-Nitrophenyl-B-galactoside) (4mg/ml). Las reacciones se
incubaron a 30°C; en el momento en el que se observd la aparicién de color amarillo se paré la
reaccion con 400 ul de NaoCO3 1M. Finalmente se midié la absorbancia de los sobrenadantes a

415 nm. Las unidades de B-galactosidasa se calcularon de la siguiente forma:

Unidades actividad DO415 X 1000

B-galactosidasa _ _ L
DOsoo x tiempo de incubacion (min)
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11. PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL

Esta técnica permite llevar a cabo la cuantificacion de acidos nucleicos con gran precision,
imponiéndose hoy dia como método de referencia para realizar estudios de expresion génica a
pequefia escala. Las células de S. cerevisiae se procesaron tal y como se describe en el
apartado 3.1 El volumen de cultivo recogido fue de 5 ml centrifugando a 4°C y 2600 rpm durante
3 min y congelando el sedimento de células inmediatamente después de retirar el sobrenadante
en nitrégeno liquido. La extraccién de RNA se realizé utilizando el kit RNeasy Mini (QIAGEN),
mediante el procedimiento de disrupcion mecanica descrito en las instrucciones del fabricante.
Las concentraciones de RNA se determinaron midiendo la absorbancia a 260 nm y su calidad se
comprobd mediante cromatografia capilar utilizando el equipo Nano Bioanalyzer 2100B (Agilent
Technologies). La sintesis de cDNA se realizd mediante transcripcion reversa con el kit AS
Transcription System (Promega) empleando 2 ug de RNA total, siguiendo las instrucciones del
fabricante. La PCR cuantitativa a tiempo real (qQPCR) se llevé a cabo en un equipo ABI Prism
7700 (Applied Biosystems) utilizando las condiciones de amplificacion recomendadas por
defecto. Como molde se utilizaron 5 pl de una dilucién 1/100 en agua destilada de cada cDNA
sintetizado por reaccion de PCR. La expresion de cada gen se normalizd relativizando los
valores segun la expresion del gen control ACT1. Los oligonucledtidos empleados para la
amplificacion de los genes CRH1, FKS2, MLP1 y PIR3 fueron disefiados utilizando el programa

informatico Primer Express por el grupo del Dr. Javier Arroyo y se detallan en la tabla V.

12. SOPORTE BIOINFORMATICO

Durante la realizacion de esta Tesis Doctoral se han consultado diferentes bases de datos y se
han empleado herramientas bioinformaticas disponibles en Internet. Las mas utilizadas han sido

las siguientes:

Pubmed. Base de datos de revistas cientificas de la Bibioteca Nacional de Medicina de Estados

Unidos. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=pubmed

Saccharomyces genome Database (SGD). Servidor de la Universidad de Stanford con acceso

a herramientas para el anélisis de secuencias de S. cerevisiae, proyectos de gendmica funcional,

bibliografia, etc. http:/www.yeastgenome.org/
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Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Permite la busqueda de similitudes entre las
secuencias disponibles en las bases de datos, tanto de DNA como de proteinas.

http://www.nchi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cqi

BIOBASE knowledge Library Proteome. Proporciona informacion relacionada con la funcion
molecular y el papel bioldgico de proteinas de organismos eucariéticos, fenotipos de mutaciones

en distintos genes e informacion sobre interacciones proteicas y genéticas. https:/portal.biobase-

international.com/

Graphical Codon Usage Analyser 2.0. Herramienta disponible para el estudio y comparativa de
la frecuencia de uso de codones de distintos microorganismos y de secuencias problema.

http://gcua.schoedl.de/

WatCut. Herramienta on line de la Universidad de Waterloo para el realizar anélisis de restriccion
de secuencias de DNA y el disefio de mutaciones silenciosas sobre oligonucledtidos.

http://watcut.uwaterloo.ca/watcut/watcut/template.php

Meme: Programa de alineamiento multiple de secuencias, para identificar los aminoacidos mas

frecuentes en un determinado motivo. http://meme.nbcr.net/meme/cgi-bin/meme.cai

Mega 5.2: Programa para elaboracion de dendogramas. http://www.megasoftware.net/

PhosphoGRID. Base de datos de los sitios de fosforilacion verificados experimentalmente in vivo

de las proteinas del organismo modelo S. cerevisiae. http://www.phosphogrid.org/
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1. ESTUDIO DE LA REGULACION NEGATIVA DE Msg5 Y
Sdp1 SOBRE LA RUTA DE INTEGRIDAD CELULAR

Se ha comentado en la introduccion la importancia de garantizar la eficacia, fidelidad y
especificidad de sefializacién en las rutas de MAPKs (Grewal et al., 2006). Existen dominios de
unién (alejados del centro catalitico) que favorecen el reconocimiento y promueven interacciones
especificas proteina-proteina. En el caso de las MAPKSs, estos sitios favorecen una asociacion
fisica de alta afinidad entre la quinasa y sus sustratos. Normalmente, la MAPK interacciona a
través de su motivo CD (Common Docking) con el motivo D (Docking Domain) de las MKPs
(Bardwell, 2006). Estudios previos realizados en nuestro laboratorio revelaron que la fosfatasa
Msg5 interacciona con Fus3 y Kss1 por medio de esta interaccidén candnica (Marin, 2009). Sin
embargo, en la interaccion de Msg5 con la MAPK Sit2 o la pseudoquinasa Mip1 tanto el motivo D
como el CD resultan dispensables. Por ello, nuestros estudios han ido encaminados en primer
lugar hacia la caracterizacion de las regiones de Slt2 y Mip1 que median la unién con Msg5.

1.1 Analisis de la regiones de Slt2 y Mip1 implicadas en la

union a Msqgb

Con el fin de disefiar experimentos adecuados con los que pudiéramos mapear la region de Sit2
que se une a Msg5 se analizd previamente la secuencia aminoacidica de esta MAPK (Figura 12).
El dominio catalitico o dominio quinasa se encuentra en la region aminoterminal de la proteina
comprendiendo aproximadamente los primeros 320 aminoacidos. En él se localiza el dominio de
activacion (TEY) que se fosforila en los residuos de Thr190 y Tyr'92 por las MAPKKs Mkk1 y Mkk2
(Lee et al., 1993). EI dominio Common Docking (CD) con el que Slt2 interacciona con algunas
proteinas como RIm1 (Jung et al., 2002) se encuentra al final del dominio quinasa. En concreto,
los aminoacidos esenciales que componen el CD serian los residuos acidos D323, D326 y E327,
Ademas, esta MAPK posee dos dominios de activacion transcripcional en dos regiones cercanas
al dominio CD (Kim et al., 2007). Por ultimo, Slt2 consta de una extension carboxiterminal,
también presente en su ortélogo en humanos ERKS, de la que carecen el resto de MAPKs de
tipo p38, ERK1/2 0 JNK.

Para llevar a cabo el analisis de las regiones de SlIt2 implicadas en la interaccion con Msg5 se

construyeron diferentes versiones truncadas de SIt2 basadas en la division de esta MAPK en tres
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partes: la region aminoterminal (aminoacidos 1-273) que incluye los primeros 10 subdominios
conservados en protein quinasas y por tanto casi la totalidad del dominio catalitico, la region
central (aminoacidos 274-373) que porta el subdominio XI de protein quinasas, el dominio CD y
los dos dominios de activacion transcripcional y la extension carboxiterminal (aminoacidos 374-

484) exclusiva de esta MAPK y ausente en Kss1, Fus3 y Hog1 (Figura 12).

M1ADKIERHTFKVFNQDFSVDKRFQLIKEIGHGAYGIVCSARFAEAAEDTTVA
IKKVTNVFSKTLLCKRSLRELKLLRHFRGHKNITCLYDMDIVFYPDGSINGLYL
YEELMECDMHQIIKSGQPLTDAHYQSFTYQILCGLKYIHSADVLHRDLKPGN
LLVNADCQLKICDFGLARGYSENPVENSQFLTEY192VATRWYRAPEIMLS
YQGYTKAIDVWSAGCILAEFLGGKPIFKGKDYVNQLNQILQVLGTPPDETLR
RIGSKNVQDYIHQLGF274|PKVPFVNLYPNANSQALDLLEQMLAFDPQKRITV
DEALEHPYLSIWH322DPADE327PVCSEKFEFSFESVNDMEDLKQMVIQEVQD
FRLFVRQPLLEEQRQL33QLQQAQQAAAQAQAQAQAQQAQQPSDVDNGNAAAS
EENYPKQMATSNSVAPQQESFGIHSQNLPRHDADFPPRPQESMMEMRPA
TGNTADIPPQNDNGTLLDLEKELEFGLDRKYF484

Region Region C-
Regién aminoterminal rminal
1 9 274 central 73 terminal
NH, w7 COOH
23 - : 322
Dominio quinasa
[ Dominio de activacién TEY [] Dominio Common Docking

Dos dominios de activacién transcripcional: aminoacidos 274-329 y 347-374

Figura 12. Secuencia aminoacidica y representacion esquematica de la MAPK Sit2.

Se muestran en color verde, rosa y azul las regiones aminoterminal, central y carboxiterminal de Slt2. Los
aminoacidos marcados en morado corresponden al dominio de activacion mientras que los coloreados en amarillo
identifican al dominio CD. Los dominios de activacion transcripcional se representan en rayas rosas y blancas.

1.1.1 La extension C-terminal de Slt2 es dispensable para su unién a Msg5

Como hemos comentado previamente, la MAPK SIt2 y su ortélogo en humanos ERKS constan
en su estructura de una extension carboxiterminal que las caracteriza y diferencia claramente de
las MAPKs de tipo p38, ERK1/2 o JNK. Se ha descrito que una version de Slt2 que carece de
esta extension (SIt2394-484) presenta un incremento en los niveles de fosforilacién de SIt2 (Levin-
Salomon et al., 2009). Una posible explicacién de este hecho seria que esta region podria estar
mediando la interaccién con algun regulador negativo. Por tanto, decidimos estudiar el efecto de
Msg5 en la fosforilacion de una versién truncada de Slt2 que carece de dicha extension C-

terminal (SIt21-373). Para ello, se analiz6 la fosforilacion de esta version truncada de Slt2 tanto en
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una cepa silvestre como en una cepa mutante msg5A. Se utilizaron anticuerpos comerciales anti-
fosfo-p44/42 que reconocen la forma doblemente fosforilada en el dominio de activacion, y por
tanto activa, de la MAPK SIt2 (Martin et al., 2000).

Silvestre msg5A
Vector Sit21-373 Vector Sit21-373
Rojo Congo - + - +
P-SIt2 - A e B __‘ '

a— — ———
P-SIt21-373 - — —

Actina —i-—— — A

Figura 13. Analisis del efecto de Msg5 en la fosforilacion de la version truncada de Sit2 (SIt21-373),

La cepa silvestre BY4741 y la cepa mutante isogénica msgbA (Y07373) se transformaron con el vector vacio
YCplac111 o con el plasmido YCplac111-SLT27-373. Los transformantes se cultivaron a 24°C en medio minimo
selectivo durante toda la noche, se refrescaron en medio rico YPD y cuando alcanzaron la fase exponencial se
afiadié rojo Congo (30pg/ml) durante 2 horas, segun se indica (+). Los extractos proteicos de dichas células se
analizaron mediante western-blotting con anticuerpos anti-P-p44/42 para valorar los niveles de fosfo-SIt2 y anti-
actina como control de carga.

Como se observa en la figura 13, la versién corta de SIt2 (SIt21-373) mostrd niveles de
fosforilacion mas altos que la version silvestre de SIt2 tanto en condiciones basales como de
activacion de la MAPK en presencia de rojo Congo (un agente que altera la pared celular y activa
la ruta CWI). Ademas, los niveles de fosforilacion de ambas formas de SIt2 se incrementaron en
una cepa msgbA. Este resultado sugiere que Msg5 es capaz de regular negativamente a una
version truncada de Slt2 (SIt2'-37%) y, por tanto, que la extension C-terminal de Slt2 es
dispensable en su interaccion con Msgb. Puesto que la versidn truncada de SlIt2 presenta una
fosforilacidn incrementada que es independiente de la presencia de Msg5 es posible que la larga
cola del extremo C-terminal de Slt2 tenga una funcion autoinhibitoria como habian sugerido
previamente otros autores para ERKS (Buschbeck et al., 2005).

Dado que la MAPK Slt2 tiene la capacidad de interaccionar consigo misma y dimerizar (Kim et
al., 2007), cabia la posibilidad de que el efecto de Msg5 sobre la versidn truncada Slt21-373
estuviera facilitado por la presencia de la proteina enddgena completa. Por tanto, decidimos
confirmar el resultado anterior y profundizar en el estudio de las regiones de SlIt2 implicadas en la
interaccidén con Msg5 mediante ensayos de interaccion de proteinas en un sistema in vitro. Es

decir, expresando individualmente tanto Msg5 como las diferentes versiones de Slt2 en E. col,
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extrayendo las proteinas recombinantes y realizando los ensayos de copurificacion sobre la
mezcla de extractos proteicos obtenidos.

Extractos Copurificacién
Msgb Gst Msgs Gst

Slt2-His —— — 1

Gst-Msgs J—

= e —

Gst —

Figura 14. Ensayo de copurificacion in vitro de Slt2-His con la proteina de fusion Gst-Msg5.

Analisis mediante western-blotting tanto de los extractos proteicos como de las proteinas retenidas en el ensayo de
copurificacién in vitro. La cepa Rosetta DE3 de E.coli se transformé con los plasmidos pGEX(KG), pGEX6-P1-MSG5
0 pET15b-SLT2 que expresan Gst, Gst-Msg5 y Slt2-His respectivamente. Los extractos proteicos que contienen Gst
0 Gst-Msg5 se incubaron en presencia de una matriz de glutation (Glutathione Sepharose) junto con aquellos
extractos que contienen Slt2-His. Se utilizaron anticuerpos anti-Gst para detectar Gst-Msg5 y anti-poly-His para
comprobar la presencia de Slt2-His.

Extractos Copurificacion
Msgs Gst Msgs Gst

SI21373-His —| o s ———— |
Gst-Msg5 —| s —— S |

[] e

P 1 e
- Sag—

—

Gst —:-‘ﬂ-l

Figura 15. Ensayo de copurificacion in vitro de SlIt2-*7*-His con la proteina de fusion Gst-Msg5.

Analisis mediante western-blotting tanto de los extractos proteicos como de las proteinas retenidas en el ensayo de
copurificacion in vitro. La cepa Rosetta DE3 de E.coli se transformé con los plasmidos pGEX(KG), pGEX6-P1-MSG5
0 PET15b-SLT21-373 que expresan Gst, Gst-Msg5 y Slt2!-373-His respectivamente. Los extractos proteicos que
contienen Gst o Gst-Msg5 se incubaron en presencia de una matriz de glutation (Glutahtione Sepharose) junto con
aquellos extractos que contienen SIt21-373-His. Se utilizaron anticuerpos anti-Gst para detectar Gst-Msg5 y anti-poly-
His para comprobar la presencia de la version truncada SIt21-373-His.

En primer lugar se comprob0 la idoneidad de este sistema con un ensayo de copurificacion entre
las proteinas completas Msg5 y Slt2. En la figura 14 se muestra que las proteinas recombinantes
SIt2-His y Gst-Msg5 son capaces de interaccionar en un ensayo in vitro a diferencia de lo que

ocurre con la proteina Gst sola, incapaz de retener a Slt2-His (control negativo). Seguidamente
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se realizd un segundo ensayo de copurificacion in vitro del mismo tipo que el anterior en el que
se comprobO que la version truncada SIt2'-373-His interacciona con Gst-Msgb (Figura 15). De

esta forma corroboramos que Slt2 no se une a Msg5 a través de su extension carboxiterminal.

1.1.2 La region N-terminal de Slt2 no interacciona con Msg5

En la regiéon aminoterminal de las MAPKs se encuentra su dominio quinasa. Con el fin de
comprobar si esta regién de SIt2 es importante en la unién a Msg5 se realizé6 un ensayo de
copurificacion in vitro entre la version truncada Slt21-273 y Msg5. La figura 16 muestra que los 273

primeros aminoacidos de SIt2 no copurificaron con Msg5.

Extractos Copurificacion
Msgs Gst Msgs Gst

SIt21273-His — mm— m—

Gst-Msgb  — .

Gst E--q

Figura 16. Ensayo de copurificacion in vitro de Slt2'-23-His con la proteina de fusiéon Gst-Msg5.

Analisis mediante western-blotting tanto de los extractos proteicos como de las proteinas retenidas en el ensayo de
copurificacion in vitro. La cepa Rosetta DE3 de E.coli se transformé con los plasmidos pGEX(KG), pGEX6-P1-MSG5
0 pET15b-SLT2"-273 que expresan Gst, Gst-Msgb y Slt21-273-His respectivamente. Los extractos proteicos que
contienen Gst o Gst-Msg5 se incubaron en presencia de una matriz de glutation (Glutathione Sepharose) junto con
aquellos extractos que contienen SIt21-273-His. Se utilizaron anticuerpos anti-Gst para detectar Gst-Msg5 y anti-poly-
His para comprobar la presencia de la version truncada SIt2!-273-His.

1.1.3 La region 274-373 de Slt2 media la unién a Msg5 de forma independiente
al motivo Common Docking de la MAPK
A la vista de los resultados anteriores, si los extremos amino y carboxiterminales de SIt2 son

dispensables para la interaccion con Msgd, la region central de esta MAPK comprendida entre

los aminoé&cidos 274 y 373 deberia ser capaz por si séla de unir a Msg5.

113




Resttados

Para comprobar esta hipdtesis se llevo a cabo en primer lugar un ensayo de copurificacion in
vivo entre las proteinas Gst-SIt2274-373 y Msg5-myc procedentes de extractos proteicos de
levadura. Los resultados de dicho experimento muestran que las dos isoformas de Msg5, tanto la
forma larga (Msg5t-myc) como la forma corta (Msg5S-myc) se unen al fragmento SIt2274-373 que

esta fusionado a Gst mientras que no lo hacen a Gst sélo (Figura 17).

Extracto  Copurificacion

11&2’1'2> 1A2’13
o Gst o Gst

Msgbl -myc— o . o
Msg5S -myc— "= = B o=t

Gst-Sl|t2274-373 | amme, .

Gst ‘

Figura 17. Ensayo de copurificacion in vivo de Msg5-myc con el fragmento Gst-SIt2274-%73,

Andlisis mediante western-blotting tanto de los extractos proteicos como de las proteinas retenidas en los ensayos
de copurificacién in vivo con una matriz de glutation (Glutathione Sepharose). La cepa YMF1 (1783 Msg5-myc) se
transformé con los plasmidos pEG(KG) y pEG(KG)-SLT2274373 que expresan Gst y Gst-SIt2274-373 respectivamente.
Las células se cultivaron en medio liquido selectivo sin uracilo utilizando como fuente de carbono rafinosa al 1,5%.
En fase exponencial de crecimiento se indujo la expresion de Gst y Gst-SIt2274-373 mediante la adicién al medio de
galactosa al 2% durante 6 horas. Se utilizaron anticuerpos anti-myc para detectar Msg5-myc y anti-Gst para analizar
la presencia del fragmento Gst-SIt2274-373,

Seguidamente se realizd un ensayo de copurificacion in vitro con el objetivo de confirmar que
dicha interaccion entre Msg5 y el fragmento SIt2274-373 se produce de manera directa, sin ninguna
proteina intermediaria. Por otro lado, este fragmento de SIt2 contiene el dominio CD. Ensayos
previos de nuestro equipo de investigacion utilizando el sistema de dos hibridos revelaron que el
dominio CD de Slt2 es dispensable para la unién a Msg5 (Marin, 2009). Decidimos corroborar
estos resultados a través estudios de copurificacién in vitro utilizando un fragmento de SIt2 en el
que los aminoacidos acidos del CD (asparticos y glutamico) se sustituyeron por aminoacidos
basicos (asparraginas), un cambio que conlleva la pérdida de su capacidad de unién con los
aminoacidos basicos presentes en los motivos D de las proteinas que interaccionan con MAPKs
(Tanoue et al., 2000).

La figura 18 muestra que ambos fragmentos de Slt2, tanto el que expresa la version silvestre
(SIt2274-373-CD-His) como el que expresa el fragmento con una mutacién en el dominio CD (SIt2274-
3713-cd-His) copurifican con la proteina recombinante Gst-Msg5 en un ensayo in vitro, lo que

confirma que esos 100 aminoacidos de la regidn central de Slt2 son suficientes para su union a
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Msg5 y que el dominio Common Docking de la MAPK no esta involucrado en la interaccion con
esta MKP.
Extractos Copurificacién

Msg5 Gst Msg5 Gst
CD c¢cd CD cd CD c¢cd CD cd

SIt2274373. His —| L SR G e —
Gst-Msgb —| T, B —— —  aS -

. —

oo 1 = e == aven

Figura 18. Ensayo de copurificacion in vitro de los fragmentos SIt2274373-CD.His y §|t2274-373-cd-Hijs
con la proteina de fusion Gst-Msg5.

Analisis mediante western-blotting tanto de los extractos proteicos como de las proteinas retenidas en el ensayo de
copurificacion in vitro. La cepa Rosetta DE3 de E.coli se transformé con los plasmidos pGEX(KG), pGEX6-P1-
MSG5, pET15b-SLT2274-373-C0 o pET15b-SLT227+373¢d que expresan Gst, Gst-Msg5, S|t2274-373-CD-His (version
silvestre) y SIt2274-375-cd_Hjg (S|t2274-373-D323N.D326N.E327N) respectivamente. Los extractos proteicos que contienen Gst o
Gst-Msgb se incubaron en presencia de una matriz de glutation (Glutathione Sepharose) junto con aquellos
extractos que contienen SIt2274-373-CD-His o S|t2274-373<d-His. Se utilizaron anticuerpos anti-Gst para detectar Gst-
Msg5 y anti-poly-His para comprobar la presencia de SIt2274-373-CD-His y S|t2274-373-cd-Hjs,

1.1.4 La region 274-373 de Mip1 media la unidon a Msg5 de forma

independiente al motivo Common Docking de la pseudoquinasa

La proteina Mip1 es una pseudoquinasa, codificada por un gen paralogo de SLT2, surgida de
una duplicacién ancestral del genoma de S. cerevisiae. Presenta un elevado grado de similitud
(53% de su secuencia) con Slt2. Sin embargo, carece del motivo de activacion caracteristico
conservado en las MAPK (TXY) y de otros dominios esenciales para la actividad catalitica. A
pesar de ello, Mip1 consta de un dominio CD que le permite interaccionar con sustratos tipicos
de Slt2 como RIm1 (Watanabe et al., 1997). Debido a dicha similitud entre SIt2 y Mip1 nos
interes6 comprobar si esta pseudoquinasa era capaz de interaccionar con Msg5 de la misma
manera que Slt2. Estudios de nuestro laboratorio previos a la realizacién de esta tesis doctoral
demostraron a través del sistema de dos hibridos que Mip1 y Msg5 interaccionan y que el CD de
Mip1 es dispensable en esta unién (Marin, 2009). Por tanto, decidimos comprobar si Msg5 se
une a un fragmento de Mip1 equivalente al fragmento de 100 aminoacidos de SIt2 que hemos

acotado y confirmar a su vez que el CD no esta involucrado.
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El ensayo de copurificacién in vitro entre las proteinas recombinantes Gst-Msg5 y Mip1274-373-CD.-
His (version silvestre) o Mip1274-373-cd-His (version mutada en el dominio CD) reveld que que
ambos fragmentos interaccionan con Gst-Msg5. De esta forma se delimité la zona de interaccion
de Mip1 con Msg5 a 100 aminoacidos en posicién central (aminoacidos 274-373) y ademas se

confirmd que esta union no es dependiente del CD de la pseudoquinasa.

Extractos Copurificacion
Msg5 Gst Msg5 Gst
CD cd CD d CD cd CD

MIp1274-373_Hig — «stiil S o -'-
P L e

Gst-Msgb —| Sl et —— —— T 1
e — L - ————— = T
...--.:- e - .

o — S——

i . — —
S —

Figura 19. Ensayo de copurificacion in vitro de los fragmentos Mip1274373-CD.His y MIp1274373-cd-His
con la proteina de fusion Gst-Msg5.

Andlisis mediante western-blotting tanto de los extractos proteicos como de las proteinas retenidas en el ensayo de
copurificacién in vitro. La cepa Rosetta DE3 de E.coli se transformo con los plasmidos pGEX(KG), pGEX6-P1-
MSG5, pET15b-MLP1274-373-C0 o pET15b-MLP1274-373-cd que expresan Gst, Gst-Msg5, Mip1274-373-CD-His (version
silvestre) y Mip1274-373-cd-His (MIp1274-373-D326N) respectivamente. Los extractos proteicos que contienen Gst o Gst-
Msg5 se incubaron en presencia de una matriz de glutation (Glutathione Sepharose) junto con aquellos extractos
que contienen MIp1274-373-CD-His o MIp1274-373-cd-His, Se utilizaron anticuerpos anti-Gst para detectar Gst-Msg5 y anti-
poly-His para comprobar la presencia de MIp1274-373-CD-His y MIp1274-373-cd-Hjs,

1.1.5 La region 274-373 de Slt2 media la unién a Mkk1 de manera dependiente

del motivo Common Docking

Se ha descrito que la mutacion del motivo LXL de la MAPKK Mkk2 conduce a una pérdida de
union con Slt2 (Jimenez-Sanchez et al., 2007). Como se ha comentado previamente, el motivo
LXL forma parte del dominio D (docking domain) por medio del cual muchas proteinas

interaccionan con el motivo CD de las MAPKs.

El siguiente experimento de copurificacion in vitro se realizd con objeto de comprobar si la misma
region de Slt2 que interacciona con Msgd (SIt2274-373) es capaz de unirse a Mkk1 y, ademas, si
esta interaccion es dependiente del dominio CD de la MAPK. Como se observa en la figura 20, el

fragmento SIt2274-373-C0—His es suficiente para copurificar Gst-Mkk1 pero, a diferencia de lo que
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ocurre con Msgb, la interaccion es dependiente del dominio CD de la MAPK puesto que Gst-

Mkk1 no copurifico con la versidn mutante SIt2274-373-cd-Hjs,

Extractos Copurificacion
Mkk1 GST Mkk1 GST
CD cd CD d CD cd CD cd

SIt2274373.His ”H-- 2

GST-Mkk1 —| s, N S—
| ——— — ———

Figura 20. Ensayo de copurificacion in vitro de los fragmentos SIt2274-373-CD.Hijs y S|t2274373-cd.Hijs
con la proteina de fusion Gst-Mkk1.

Analisis mediante western-blotting tanto de los extractos proteicos como de las proteinas retenidas en el ensayo de
copurificacién in vitro. La cepa Rosetta DE3 de E.coli se transform6 con los plasmidos pGEX(KG), pGEX(KG)-
MKK1, pET15b-SLT2274-373-C0 o pET15b-SLT2274-373¢d que expresan Gst, Gst-Mkk1, SIt2274-373-CD-His (version
silvestre) y SIt2274-373-cd_Hjg (S|t2274-373-D323N.D326N.E327N) respectivamente. Los extractos proteicos que contienen Gst o
Gst-Msgb se incubaron en presencia de una matriz de glutation (Glutathione Sepharose) junto con aquellos
extractos que contienen SIt2274-373-CD-His o S|t2274-373-cd-His. Se utilizaron anticuerpos anti-Gst para detectar Gst-
Mkk1 y anti-poly-His para comprobar la presencia de SIt2274-373-CD-His y S|t2274-373-cd-Hjs,

1.2 Caracterizacion de la funcion del motivo IYT de Msgb y

Sdp1 en la ruta de integridad celular

1.2.1 Identificacion del motivo IYT en fosfatasas de especificidad dual de

distintas especies de hongos

La interaccion candnica mas conocida entre MAPKs y MKPs requiere de la presencia del motivo
CD de la quinasa y del motivo D de la fosfatasa dual (Bardwell 2006). Sin embargo, hemos
comprobado en el apartado anterior que el motivo CD de SIt2 y Mip1 es totalmente dispensable
para su unién a Msgb mientras que su presencia es clave para la interaccion con Fus3 y Kss1
(Remenyi et al., 2005). Estudios previos realizados en nuestro laboratorio mostraron que una
version de Msg5 que carece del motivo D es incapaz de interaccionar con Fus3 y Kss1 mientras

que si lo hace con SIt2 y Mip1, y que los determinantes moleculares que median esta union
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residen en los primeros 123 aminoacidos de Msg5 (Marin, 2009). Estos datos sugieren que esta

MKP regula negativamente distintas MAPKSs a través de mecanismos diferentes.

A B
SkMsg5 93 LPLRRSEASIYTLPASFK
| L— SaMsg5 93 LPLRQSEASIYTLPASLK
L scMsgs 93 LSMRRSEASIYTLPTSLK
KnMsg5 82 IVKRRSEASIYSCGTNGK
VpMsgS 102 LMSRKSESAIYTVPSLYG
CgMsg5 64 KSVRKPGNTIYSVTPKLD
] NdMsgs 86 LFNRSSEAAIYTLPNSSR
NcMsg5 106 LLTRRSEASIYSYPSISK
| TdMsg5 72 SQPIRSDASIYSLPSGKK
ZiMsg5 62 LMSRRSDAAIYTQRRNAN
— AgMsg5 45 EVAGRGDAQIYTLPALAP
ﬂ 67 LLKTRSDAQIYTLPSFSG
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Figura 21. Conservacion del motivo IYT en fosfatasas de especificidad dual de distintas especies
de hongos.

(A) Dendograma de las secuencias aminoacidicas completas de las fosfatasas de especificidad dual Msg5 y Sdp1
de S. cerevisiae (Sc) y sus ortologos en distintas especies flngicas: S. kudriavzevii (Sk), S. arboricola (Sa), K.
naganishii (Kn), V. polyspora (Vp), C. glabrata (Cg), N. dairenensis (Nd), N. castellii (Nc), T. delbrueckii (Td), Z.
rouxii (Zr), A. gossypii (Ag), E. cymbalariae (Ec), K. lactis (KI) y S. pombe (Sp). (B) Alineamiento multiple de la region
que contiene el motivo IYT de las mismas fosfatasas duales que en la figura (A). Las secuencias se procesaron
utilizando los programas Mega 5.1 (A) y ClustalW (B). Los residuos conservados se sefialan con puntos mientras
que los residuos idénticos se muestran con asteriscos. En rojo aminoacidos pequefios e hidrofébicos incluyendo
aromaticos menos tirosina; en azul aminoacidos acidos; en magenta aminoacidos basicos; en verde aminoacidos
con grupo hidroxilo, sulfidrilo o amino. (C) Secuencia consenso del motivo IYT generada a través del programa
MEME a partir de las secuencias mostradas en (B). La altura global indica la conservacién de la secuencia en esa
posicién mientras que la altura de cada simbolo o letra refleja la relativa frecuencia de cada aminoacido en esa
posicién. En rojo, rosa, azul y verde se muestran aminoacidos basicos, acidos, hidrofébicos y polares
respectivamente. En verde claro aminoacidos aromaticos, en amarillo claro las prolinas y en amarillo oscuro la
glicina.
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La fosfatasa de especificidad dual Sdp1 regula exclusivamente la ruta de integridad celular
actuando sobre SIt2 (Hahn y Thiele, 2002). Sdp1 es mucho mas corta en su estructura que Msg5
(209 aminoécidos versus 489). Carece del extremo aminoterminal regulatorio donde reside el
motivo D de las MKPs. A la vista de estos hechos todo parecia indicar que Msg5 y Sdp1 podrian
compartir un mismo motivo de interaccién con Slt2. Decidimos por tanto buscar regiones con
similitud en la secuencia aminoacidica de Msg5, Sdp1 y sus ortologos funcionales en otras
especies fungicas (Figura 21A): Saccharomyces kudriavzevii, Saccharomyces arboricola,
Kazachstania naganishii, Vanderwaltozyma polyspora, Candida glabrata, Naumovozyma
dairenensis, Naumovozyma castellii, Torulaspora delbrueckii, Zygosaccharomyces rouxii, Ashbya

gossypii, Eremothecium cymbalariae, Kluyveromyces lactis y Schizosaccharomyces pombe.

El alineamiento realizado usando el programa ClustalW (Figura 21B) revel6 la presencia de tres
aminoacidos muy conservados en todas las secuencias aminoacidicas. Se trata de un residuo de
isoleucina, seguido de un residuo de tirosina y en tercera posicion un residuo de treonina (en la
mayoria de las proteinas analizadas) o serina. Se generd una secuencia consenso de este
motivo IYT usando el programa NEME (Figura 21C) a partir de las secuencias mostradas en la
figura 21b. En ella podemos de nuevo observar que los residuos de isoleucina y tirosina son
invariables ya que estan presentes en todas las secuencias analizadas. Parece importante
destacar también que el motivo IYT suele estar precedido de aminoacidos bésicos (arginina) y

acidos (aspartico o glutamico).

A la vista del dendograma (Figura 21A) podemos afirmar que entre las fosfatasas duales que
portan el motivo IYT (o IYS) se encuentran proteinas muy alejadas filogeneticamente de Msg5,
como la MKP Pmp1 de la levadura de fision S. pombe. El hecho de que el motivo IYT esté
conservado en fosfatasas duales de especies de hongos tan diversas sugeria que podria estar

ejerciendo una funcién importante en la interaccion de Msg5 y Sdp1 con Sit2 y Mip1.

1.2.2 El motivo IYT de Msg5 media la interacciéon con Sit2 y Mip1

En pimer lugar decidimos estudiar la importancia del motivo IYT de Msg5 en la interaccidon con
SIt2 y Mip1 realizando un ensayo de dos hibridos basado en el factor de transcripcion Gal4. En
este sistema las proteinas de estudio se fusionan al dominio de unién a DNA BD (Binding
Domain) y al dominio de activacion de la transcripcion AD (Activation Domain) de Gal4. Sélo
cuando las proteinas interaccionan los dos dominios de los que se compone este factor de
transcripcion se encuentran y este hecho da lugar a la expresion del gen lacZ.
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En nuestro ensayo de dos hibridos se sustituyeron los residuos conservados 1102, Y103 y T104 por
alaninas tanto en la forma completa de Msg5 (Msg5'AYATA) como en el fragmento aminoterminal
(Msg51-123-AYATA) v se estudid su unidn a las MAPKs Fus3, Kss1 y a las versiones de Slt2 y Mip1

en las que su motivo CD se encuentra mutado: Slt2¢d (S[t2D323N.0326N.E327N) y MIp1ed (MIp1D326N),

Los resultados reflejados en la figura 22 muestran que las versiones de Msg5 que carecen del
motivo IYT, ya sea en la proteina completa (Msg5'AYATA) o en un fragmento aminoterminal
(Msg51-123-AYATA) 'no interaccionan con SlIt2¢d o Mip1¢d puesto que en todos los casos se observa
una reduccion en la actividad p-galactosidasa. Sin embargo, las células que expresan Fus3 o
Kss1 junto con la version mutante de Msg5 (Msg5'AYATA) presentan incluso un incremento de
actividad B-galactosidasa con respecto a las células que expresan la version silvestre de Msg5.
Este hecho confirma que el cambio a alaninas en el motivo IYT no reduce la capacidad de
interaccion de Msg5 con Fus3 y Kss1. Ademas, se comprob6 mediante western-blotting que los
niveles de expresion de la version silvestre de Msg5 son similares a los de la version mutante
Msg5AYATA (datos no mostrados). Por tanto, la mutacion en tres aminoacidos (IYT) es lo que
provoca la falta de interaccion con Slt2¢d 0 Mip1cd. Ademas, en este experimento utilizamos las
versiones de SIt2 y Mip1 en las que su motivo CD se encuentra mutado con el objetivo de
confirmar una vez mas que el Common Docking no esta implicado en la unién a Msg5 como ya

habiamos mostrado previamente a través de experimentos de copurificacion.
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Figura 22. Ensayo de interaccion de SIt2°d, Mip1cd, Kss1 y Fus3 con Msg5, Msg5'AYATA| Msg5'12% o
Msg5'-123-IAYATA mediante el sistema de dos hibridos.

La cepa PJ69-4A se transformd con el plasmido PGBKT7, PGBKT7-MSG5, PGBKT7-MSG5AYATA, PGBKT7-MSG5'-
123 o PGBKT7-MSG5"-123AYATA | a cepa PJ69-4a se transformd con los plasmidos PGADT7, PGADT7-SLT2«
(St22D323N.D326N.E327N) - PGADT7-MLP1ed (MIp10326N) - PGADT7-KSS1 o PGADT7-FUS3. Tras el apareamiento de
ambas cepas, se seleccionaron las células diploides que expresaban las proteinas indicadas en la figura mediante
crecimiento en un medio carente de leucina y triptéfano. Se analizo cuantitativamente la interaccion entre dichas
proteinas mediante el analisis de la actividad B-galactosidasa de los extractos de las células diploides sobre ONPG.
Se representan los valores medios de actividad B-galactosidasa y la desviacién estandar del analisis de tres
transformantes independientes.



Resultados

La relevancia del motivo IYT de Msgb en su interaccién con SIt2 se confirmd desarrollando de
forma paralela ensayos de copurificacion tanto in vivo como in vitro. En primer lugar, se
expresaron Msgd y Msg5/AYATA en |evadura desde su propio promotor; de este modo se puede
observar la presencia de las dos isoformas de esta MKP. En la figura 23 se muestra que la

interaccidn entre SIt2 y Msg5 es mucho menor cuando el motivo IYT no esta presente.
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Figura 23. Ensayo de copurificacion in vivo de Msg5-myc y Msg5'AYATA-myc con la proteina de
fusion Gst-Slt2.

Analisis mediante western-blotting tanto de los extractos proteicos como de las proteinas retenidas en los ensayos
de copurificacion in vivo con una matriz de glutation (Glutathione Sepharose). La cepa DD1-2D (msg5A) se
transformé con los plasmidos pEG(KG) y pEG(KG)-SLT2 que expresan Gst y Gst-Slt2 respectivamente y con el
plasmido YCplac22-MSG5myc (que expresa la version silvestre de Msgb) o YCplac22-MSG5AYATAmyc. Las células
se cultivaron en medio liquido selectivo sin uracilo ni triptéfano, utilizando como fuente de carbono rafinosa al 1,5%.
En fase exponencial de crecimiento se indujo la expresién de Gst-Slt2 mediante la adicién al medio de galactosa al
2% durante 6 horas. Se utilizaron anticuerpos anti-myc para detectar Msg5-myc y Msg5"YATA-myc y anti-Gst para
analizar la presencia de Slt2.

Se obtuvieron resultados mas evidentes en los ensayos de copurificacién in vitro que se
muestran a continuacién, en los que el motivo IYT result6 clave para la interaccion. En ambos
experimentos se utilizd el fragmento de 100 aminoacidos de SIt2 (SIt2274-373) que habia
demostrado previamente su interaccidn con Msg5. Ademas, nos interes6 comprobar que tanto la
proteina Msg5 completa como el fragmento aminoterminal de 123 aminoéacidos utilizado en el
ensayo de dos hibridos eran capaces de unir SIt2274-373 de manera dependiente del motivo [YT
en un ensayo in vitro. Como se observa en las figuras 24 y 25, el fragmento SIt2274-373-His
copurificd con Gst-Msg5 y Gst-Msg5'-123 pero no con Gst-Msg5AYATA y Gst-Msg51-123-AYATA Estos

resultados son coherentes con los obtenidos en los ensayos previos (dos hibridos y
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copurificacion in vivo) y suponen otra evidencia mas de la importancia del motivo IYT de Msg5 en

su union a Slt2.
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Figura 24. Ensayo de copurificacion in vitro del fragmento SIt2274-33.His con las proteinas de
fusion Gst-Msg5 y Gst-Msg5'AYATA,

Analisis mediante western-blotting tanto de los extractos proteicos como de las proteinas retenidas en el ensayo de
copurificacién in vitro. La cepa Rosetta DE3 de E.coli se transform6 con los plasmidos pGEX(KG), pGEX6-P1-
MSG5, pGEX6-P1-MSG5AYATA o pET15b-SLT2274-373-CD que expresan Gst, Gst-Msgb, Gst-MsgbATAYA y S[t2274-373-CD-
His (version silvestre) respectivamente. Los extractos proteicos que contienen Gst, Gst-Msg5 o Gst-Msg5ATAYA se
incubaron en presencia de una matriz de glutation (Glutathione Sepharose) junto con aquellos extractos que
contienen SIt2274-373-CD-His, Se utilizaron anticuerpos anti-Gst para detectar Gst-Msg5 y Gst-Msg5'ATAYA y anti-poly-
His para comprobar la presencia de SIt2274-373-CD-His,
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Figura 25. Ensayo de copurificacion in vitro del fragmento SIt224*73.His con los fragmentos
aminoterminales de fusion Gst-Msg5' 123 y Gst-Msg51-12-ATAYA,

Analisis mediante western-blotting tanto de los extractos proteicos como de las proteinas retenidas en el ensayo de
copurificacién in vitro. La cepa Rosetta DE3 de E.coli se transformo con los plasmidos pGEX(KG), pGEX6-P1-
MSG5"123 pGEX6-P1-MSG5'-123-AYATA o pET15b-SLT2274-373-C0 que expresan Gst, Gst-Msg5'123, Gst-Msg51-123-
IATAYAy St2274-373-CD-His (version silvestre) respectivamente. Los extractos proteicos que contienen Gst, Gst-Msg51-123
y Gst-Msg5™-123-/ATAYA se incubaron en presencia de una matriz de glutation (Glutathione Sepharose) junto con
aquellos extractos que contienen SIt2274-373-CD-His, Se utilizaron anticuerpos anti-Gst para detectar Gst-Msg5'-123 y
Gst-Msg5'-123-ATAYAy anti-poly-His para comprobar la presencia de S|t2274-373-CD-His,




Resultados

1.2.3 El motivo IYT de Sdp1 media la interaccién con Slt2 y Mip1

Teniendo en cuenta los resultados logrados con Msgd decidimos comprobar si el motivo IYT de
Sdp1 se encuentra de igual forma implicado en la interaccion con Slt2. Para ello, los residuos I3,
Y4y T5 de esta fosfatasa fueron sustituidos por alaninas (Sdp1'AYATA) y se desarrollé un ensayo
de copurificacion in vivo con SlIt2, expresando en la cepa silvestre Gst-Slt2 desde el promotor
GAL1 y Sdp1-myc (version silvestre) y Sdp1'AYATA-myc (version mutante) a partir de su propio
promotor. El resultado de la figura 26 muestra que, efectivamente, Sdp1-myc copurifico con Gst-

SIt2 y no con Gst, mientras que Sdp1'AYATA-myc fue incapaz de unirse a esta MAPK.
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Figura 26. Ensayo de copurificacion in vivo de Sdp1-myc y Sdp1'AYATAmyc con la proteina de
fusion Gst-Slt2.

Analisis mediante western-blotting tanto de los extractos proteicos como de las proteinas retenidas en los ensayos
de copurificacion in vivo con una matriz de glutation (Glutathione Sepharose). La cepa YPH499 se transformé con
los plasmidos pEG(KG) y pEG(KG)-SLT2 que expresan Gst y Gst-Slt2 respectivamente y con el plasmido YCplac22-
SDP1myc o YCplac22-SDP1/AYATAmyc. Las células se cultivaron en medio liquido selectivo sin uracilo ni triptéfano,
utilizando como fuente de carbono rafinosa al 1,5%. En fase exponencial de crecimiento se indujo la expresion de
Gst-Slt2 mediante la adicion al medio de galactosa al 2% durante 6 horas. Se utilizaron anticuerpos anti-myc para
detectar Sdp1-myc y Sdp1'AYATA-myc y anti-Gst para analizar la presencia de Slt2.

Para confirmar la importancia del motivo IYT en la interaccion de Sdp1 con Slt2 decidimos llevar
a cabo un ensayo de copurificacion in vitro (Figura 27). A diferencia de Msg5, el ORF de Sdp1 se
clon6 en fusion carboxiterminal a Gst ya que el motivo IYT se localiza en los primeros
aminoacidos de la proteina y consideramos importante dejar estos residuos accesibles para su
union a la MAPK. Las proteinas recombinantes Slt2-His y Sdp1-Gst fueron capaces de

interaccionar in vitro a diferencia de lo que ocurrié con Sdp1'AYATA-Gst. Estos resultados, junto
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con los mostrados en la figura 26, corroboran que es el motivo IYT de Sdp1 el que media la
uniéon de esta MKP a Slt2.
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Figura 27. Ensayo de copurificacién in vitro de Slt2-His con las proteinas de fusion Sdp1-Gst y
Sdp1'AYATA.Gst,

Analisis mediante western-blotting tanto de los extractos proteicos como de las proteinas retenidas en el ensayo de
copurificacién in vitro. La cepa Rosetta DE3 de E.coli se transformé con los plasmidos pGEX(KG), pETGEXCT-
SDP1, pETGEXCT-SDP1AYATA o pET15b-SLT2 que expresan Gst, Sdp1-Gst (version silvestre), Sdp1'ATAYA-Gst y
Slt2-His respectivamente. Los extractos proteicos que contienen Gst, Sdp1-Gst y Sdp1ATAYA-Gst se incubaron en
presencia de una matriz de glutation (Glutathione Sepharose) junto con aquellos extractos que contienen Slt2-His.
Se utilizaron anticuerpos anti-Gst para detectar Sdp1-Gst y Sdp1ATAYA-Gst y anti-poly-His para comprobar la
presencia de Slt2-His.

Dado que Msg5 interacciona con Mip1 a través del motivo IYT se podria pensar que Sdp1 pueda
también unirse a esta pseudoquinasa y que, de hacerlo, utilice el mismo mecanismo. Con el fin
de comprobar esta hipdtesis se llevo a cabo un experimento de copurificacién in vivo utilizando
matrices de glutation que unen Gst o Gst-Mip1 en extractos proteicos procedentes de levadura
que contienen Sdp1-myc o Sdp1'AYATA-myc. En la figura 28 se muestra que Mip1 y Sdp1
interaccionan fisicamente y, ademas, que esta unién es dependiente del motivo IYT de la
fosfatasa. Con objeto de verificar que dicha interaccidn se produce de manera directa, se realizé
un ensayo de copurificacion in vitro, mezclando extractos celulares procedentes de E. coli en los
que se habia inducido la expresion de forma individual de Sdp1-Gst, Sdp1'AYATA-Gst y MIp1-His.
En la figura 29, se puede apreciar que MIp1-His queda retenido en la matriz de glutation en
presencia de Sdp1-Gst pero no de Sdp1'AYATA-Gst o Gst. Los resultados de ambos experimentos

sugieren que la presencia del motivo IYT es necesaria para que Sdp1 se una a Mip1.
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Figura 28. Ensayo de copurificacion in vivo de Sdp1-myc y Sdp1'AYATAmyc con la proteina de
fusion Gst-Mip1.

Andlisis mediante western-blotting tanto de los extractos proteicos como de las proteinas retenidas en los ensayos
de copurificacion in vivo con una matriz de glutation (Glutathione Sepharose). La cepa YPH499 se transformé con
los plasmidos pEG(KG) y pEG(KG)-MLP1 que expresan Gst y Gst-Mip1 respectivamente y con el plasmido
YCplac22-SDP1myc o YCplac22-SDP1AYATAmyec. Las células se cultivaron en medio liquido selectivo sin uracilo ni
triptéfano, utilizando como fuente de carbono rafinosa al 1,5%. En fase exponencial de crecimiento se indujo la
expresion de Gst-MIp1 mediante la adicién al medio de galactosa al 2% durante 6 horas. Se utilizaron anticuerpos
anti-myc para detectar Sdp1-myc y Sdp1'AYATA-myc y anti-Gst para analizar la presencia de Mip1.
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Figura 29. Ensayo de copurificacion in vitro de Mip1-His con las proteinas de fusion Sdp1-Gst y
Sdp1AYATA.Gst.

Andlisis mediante western-blotting tanto de los extractos proteicos como de las proteinas retenidas en el ensayo de
copurificacién in vitro. La cepa Rosetta DE3 de E.coli se transformé con los plasmidos pGEX(KG), pETGEXCT-
SDP1, pETGEXCT-SDP1/AYATA o pET15b-MLP1 que expresan Gst, Sdp1-Gst (version silvestre), Sdp1ATAYA-Gst y
Mip1-His respectivamente. Los extractos proteicos que contienen Gst, Sdp1-Gst y Sdp1ATAYA-Gst se incubaron en
presencia de una matriz de glutation (Glutathione Sepharose) junto con aquellos extractos que contienen Mip1-His.
Se utilizaron anticuerpos anti-Gst para detectar Sdp1-Gst y Sdp1'ATAYA-Gst y anti-poly-His para comprobar la
presencia de Mip1-His.




Resttados

1.2.3 Efecto de la ausencia del motivo IYT de Msg5 sobre la ruta de integridad

celular

1.2.3.1 La mutacion del motivo IYT de Msg5 no afecta a la fosforilacion de SIt2 ni a

la expresion de genes dependientes de la ruta CWI en presencia de rojo Congo

Hasta el momento hemos comprobado que el motivo IYT es esencial para que la interaccion
entre Msg5 y Slt2 tenga lugar. A continuacién nos planteamos analizar la relevancia del motivo
IYT en la funcién de Msg5 sobre la ruta de integridad celular. Con el fin de conocer cuales son
las consecuencias fisiolégicas de la unién mediada por el motivo IYT, estudiamos el
comportamiento del mutante Msg5'AYATA basandonos en los diferentes fenotipos que exhibe el
mutante de delecion msgbA. Como se ha comentado en la introduccion, la delecion de MSG5 se

traduce en un incremento de los niveles de fosfo-SIt2, incluso en en condiciones basales (Martin

et al., 2000).
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Figura 30. Efecto de la ausencia del motivo IYT de Msg5 en los niveles de fosforilacion de Sit2.

La cepa mutante DD1-2D (msg5A) se transformo6 con el vector vacio YCplac22 o con los plasmidos YCplac22-
MSG5myc o YCplac22-MSG5AYATAmyc. Los transformantes se cultivaron a 24°C en medio minimo selectivo durante
toda la noche, se refrescaron en medio rico YPDA y cuando alcanzaron la fase exponencial se afiadi6 rojo Congo
(30pg/ml) durante 2 o 3 horas. Los extractos proteicos de dichas células se analizaron mediante western-blotting con
anticuerpos anti-P-p44/42 para valorar los niveles de fosfo-SIt2 y anti-actina como control de carga.

En primer lugar se analizaron los niveles de la MAPK Slt2 fosforilada en un mutante msgdA y se
compararon con los de esta cepa expresando la version silvestre de Msg5 o la versidn mutante
en la que los residuos del motivo IYT estan suitituidos por alaninas. En la figura 30 se observa
que, en condiciones basales y de estimulacion de la ruta de integridad por rojo Congo, tanto las
células que expresan la version silvestre Msg5-myc como las que expresan la version mutante
Msg5'AYATA-myc muestran menores niveles de Slt2 fosforilado que aquellas que carecen de
Msg5. A pesar de que el motivo IYT es importante para que Msg5 interaccione con SIt2 no se
apreciaron diferencias en los niveles de MAPK fosforilada entre las células transformadas con los

plasmidos que portan cada una de las versiones de Msg5.
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A continuacion, decidimos estudiar si la ausencia del motivo [YT de Msg5 influye en la expresion

de genes dependientes de la activacion de SIt2. En general, los niveles de fosforilacidn de la

MAPK se correlacionan con una induccion transcripcional dependiente del factor de transcripcion

RIm1. En condiciones de estrés de pared (tratamiento con rojo Congo por ejemplo) se induce la

expresion de genes relacionados con la biogénesis de la pared celular, como CRH1, FKS2 o

PIR3y con la regulacién de la ruta de integridad celular, como MLP1 (Garcia et al., 2004).
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Figura 31. Analisis de
la expresion de genes
dependientes de la ruta
de integridad celular en
células carentes de
Msg5 o que expresan
Msg5  silvestre o
Msg5IAYATA,

Andlisis mediante PCR
cuantitativa a tiempo real
del nivel de expresion de
los genes indicados en la
cepa mutante DD1-2D
(msg5A) transformada con
el vector vacio YCplac22 (v)
0 con los plasmidos
YCplac22-MSG5myc 0
YCplac22-MSG5*YATAmyc.
La expresion de los genes
YGR189C (CRHY),
YGR0O32W (FKS2),
YKL161C  (MLP1) y
YKL163W  (PIR3)  se
determind tanto en
ausencia como en
presencia de rojo Congo
(30pg/ml). Los resultados
corresponden a los valores
de induccién de dichos
genes en las distintas
condiciones ensayadas. Las
reacciones de PCR se
realizaron al menos por
duplicado para cada cDNA.
Las barras de error indican
las desviaciones estandar
de tres transformantes
distintos.
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Se analizaron los niveles de RNA mensajero (RNAm) de los genes CRH1, FKS2, PIR3 y MLP1
mediante retrotranscripcion inversa asociada a PCR cuantitativa (RT-gPCR) sobre los mismos
transformantes que fueron empleados en el experimento previo: la cepa mutante msg5A
transformada con un vector vacio, aquella que expresa la version silvestre Msg5 y la que
expresa la version mutante Msg5AYATA tanto en condiciones basales como de estimulacion con

rojo Congo (Figura 31).

Cabe destacar que en condiciones basales el mutante msg5A no presenta un incremento en la
induccién transcripcional de genes dependientes de la ruta de integridad celular. Se observa por
tanto una falta de correlacion entre los altos niveles de fosforilacion de la MAPK Sit2 (Figura 30)
y la escasa induccién transcripcional dependiente de Rim1 (Figura 31), como habia descrito
previamente nuestro grupo (Marin, 2009). En presencia de rojo Congo, los niveles de induccion
transcripcional son menores tanto en las células que expresan el mutante Msg5AYATA como en
las que expresan la proteina silvestre Msg5, en comparacion con los niveles mostrados por el
mutante de delecion msgbA. Basandonos en los datos de fosforilacion de Slt2 e induccion
transcripcional podemos afirmar que la ausencia del motivo IYT de Msg5 no conduce a una
pérdida de funcionalidad de la fosfatasa sobre la MAPK Sit2.

1.2.3.2 La mutacion del motivo IYT de Msg5 aumenta la sensibilidad a rojo Congo

Se ha descrito que los mutantes msg5A son sensibles a rojo Congo por presentar un incremento
en la fosforilacién de SIt2 que conduce a una hiperactivacion constitutiva y sostenida de la ruta
de integridad celular, lo que acaba provocando cierta inhibicion del crecimiento en estas
condiciones (Flandez et al., 2004). A pesar de que no se observaron diferencias entre Msg5
silvestre y el mutante Msg5'AYATA en cuanto a fosforilacion de SIt2 e induccion transcipcional en
presencia de rojo Congo, decidimos estudiar la sensibilidad del mutante Msg5'AYATA g este estrés

a través de un ensayo de siembra por dilucién en gota en medio sélido.

En la figura 32 se aprecia que las células que expresan Msg5'/AYATA presentan una sensibilidad
intermedia a rojo Congo entre las células que expresan Msg5 silvestre y las células carentes de
esta fosfatasa. Este resultado indica que el mutante Msg5'AYATA no es capaz de complementar

totalmente el fenotipo de sensibilidad de un mutante de delecion msg5A en rojo Congo.
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Figura 32. Andlisis de la sensibilidad a rojo Congo de células carentes de Msg5 o que expresan
Msg5 o Msg5'AYATA,

Ensayo fenotipico por crecimiento en gota de la cepa mutante DD1-2D (msg5A) transformada con el vector vacio
YCplac22, YCplac22-MSG5myc (que expresa la version silvestre de Msg5) o YCplac22-MSG5AYATAmyc. Se
realizaron diluciones seriadas decimales de estos transformantes en placas de YPD (control) y en presencia de rojo
Congo a una concentracion final de 50 pg/ml o 75 ug/ml como se indica en la figura. Las placas se incubaron a 24°C
durante 48 horas.

1.2.3.3 La mutacién del motivo IYT de Msg5 reduce su propia fosforilacion por parte

de Slt2 tras condiciones de estimulacion de la ruta de integridad celular

Se ha explicado en la introduccion que SIt2 contribuye a la regulacion postraduccional de Msgb.
Las dos isoformas de esta fosfatasa son fosforiladas por Slt2 tras la activacién de la ruta de
integridad celular en presencia de alta temperatura o blanco de calcofltor (Flandez et al., 2004).
Continuando con la caracterizacién del motivo IYT nos preguntamos si la fosforilacién de Msg5
se encontraba afectada en ausencia de este motivo. Los mismos transformantes empleados
anteriormente se trataron con rojo Congo y la fosforilacion de las dos isoformas de Msg5 se

detectd como una disminucién en su movilidad electroforética.
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Figura 33. Efecto de la ausencia del motivo IYT en la fosforilacion de Msg5.

La cepa mutante DD1-2D (msg5A) se transformé con el vector vacio YCplac22 o con los plasmidos YCplac22-
MSG5myc o YCplac22-MSG5AYATAmyc. Los transformantes se cultivaron a 24°C en medio minimo selectivo durante
toda la noche, se refrescaron en medio rico YPDA y cuando alcanzaron la fase exponencial se afiadié rojo Congo
(30ug/ml) durante 1 o 3 horas. Los extractos proteicos de dichas células se analizaron mediante western-blotting con
anticuerpos anti-myc para valorar Msg5-myc y Msg5AYATA-myc y anti-actina como control de carga.
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Tal y como se puede observar en la figura 33, la proporcién de proteina Msg5'AYATA fosforilada
fue menor que la de la proteina silvestre Msg5 en condiciones de estimulacion de la ruta. Este
hecho sugiere que la presencia del motivo IYT favorece la fosforilacién de Slt2 hacia Msg5

cuando se activa la ruta CWI.

1.2.3.4 El motivo IYT de Msg5 es esencial para que una version cataliticamente
inactiva (Msg5€31%A) desarrolle el efecto de trapping o secuestro sobre SIt2 pero no

sobre Fus3

Las mutaciones que reducen la actividad catalitica de las protein fosfatasas de tirosinas sin
afectar a su afinidad por el sustrato conducen al fenémeno denominado en inglés por el término
de substrate trapping (secuestro del sustrato), debido a su capacidad para formar un complejo
estable entre la enzima inactiva y su sustrato (Tonks y Neel, 1996). Asi, se ha descrito que la
expresion de una PTP cataliticamente inactiva provoca una fuerte unién con la MAPK sobre la
que actua, lo que conduce a un incremento en los niveles de fosforilacidn de ésta (Mattison et al.,
1999). Basandonos en estas premisas decidimos estudiar la implicacién del motivo IYT de Msg5
en el fenomeno de substrate trapping. Si para que se establezca un complejo estable es
necesaria una union fuerte entre la MKP cataliticamente inactiva y la MAPK, la ausencia del
motivo IYT de Msg5 podria dar lugar a la formacion de complejos mas inestables ya que estos

tres aminoacidos son imprescindibles para que Msg5 se una a Sit2.

Para comprobar esta hipétesis se sustituyd en Msg5 el residuo conservado de cisteina
caracteristico de las MKPs (Patterson et al., 2009) por un residuo de alanina con el fin de
generar la version dominante negativa de Msg5. De esta forma se expresaron en fusion a Gst la
version silvestre de Msg5, la cataliticamente inactiva (Msg5C3194) y |a cataliticamente inactiva que
carece ademas del motivo IYT (Msg5C319A-AYATA) | 3 figura 34 muestra que tanto en condiciones
basales como de activacion con rojo Congo la sobreexpresion de la version cataliticamente
inactiva de Msg5 (Msg5C319A) da lugar a una elevada fosforilacion de las MAPKs SIt2 y Fus3,
mayor que cuando se expresa Msgb silvestre o el vector vacio. Las células que carecen ademas
del motivo [YT (Msg5C319AIAYATA) presentan, al igual que las que expresan Msg5C319A una
elevada fosforilacion de Fus3. Sin embargo, la fosforilacion de SIt2 en estas células es
considerablemente menor que la que presentan las células que expresan la version
cataliticamente inactiva de Msgb. Estos resultados indican que la version Msg5C319A-AYATA

mantiene intacta su capacidad para unirse a Fus3, al no verse afectado el dominio D, mientras
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que su capacidad de unién con Slt2 se encuentra muy reducida al estar sustuidos por alaninas
los aminoé&cidos de los que se compone el motivo IYT. A pesar de que las dos isoformas de
Msg5 se expresan a partir de su propio promotor resulta dificil observar cambios en la movilidad
electroforética y, por tanto, analizar la fosforilacion de Msg5 en fusién a Gst, un epitopo méas
grande que el que habiamos utilizado previamente (6 copias del epitopo myc). Sin embargo, el
reveado del western-blotting mostrd una cantidad mayor de la version Msg5C319A-IAYATA con

respecto a la version silvestre (Msg5) y a la cataliticamente inactiva (Msg5€3194) en presencia de

rojo Congo.
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Figura 34. Efecto de la expresion de distintas versiones de Msg5 sobre los niveles de fosforilacion
de SIt2 y Fus3 en una cepa silvestre.

La cepa silvestre YPH499 se transformé con el vector vacio YEp352 o con los plasmidos YEp352-MSG5-GST,
YEp352-MSG5C319A-GST o YEp352-MSG5C3194-AYATA-GST, Los transformantes se cultivaron a 24°C en medio
minimo selectivo durante toda la noche, se refrescaron en medio rico YPD y cuando alcanzaron la fase exponencial
se afiadié rojo Congo (30ug/ml) durante 3 horas. Los extractos proteicos de dichas células se analizaron mediante
western-blotting con anticuerpos anti-P-p44/42 para valorar los niveles de fosfo-Sit2, fosfo-Kss1 y fosfo-Fus3; anti-
G6PDH como control de carga y anti-Gst para detectar la presencia de Msg5-Gst, Msg5¢319A-Gst y Msg5C319A-AYATA.
Gst.

Con el fin de conocer qué ocurre con la transmision de la sefial desde la MAPK SIt2 a los
factores de transcripcion, las células empleadas en el experimento anterior se transformaron con
el plasmido YEp352(H)-MLP1-GFP, que expresa una fusion del gen MLP1 a GFP, y se analizd la
emision de fluorescencia (GFP) en un citometro de flujo. Consideramos adecuado realizar un
andlisis de la expresion de este gen en concreto ya que presenta altos niveles de activacion
dependientes de RIm1 en la mayoria de las situaciones de estrés de pared estudiadas hasta el

momento (Rodriguez-Pefia et al., 2008). La elevada fosforilacion de SIt2 en células que expresan
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Msg5C319A no provocd un aumento en la expresion de MLP1-GFP sino que por el contrario estos
niveles fueron de similar magnitud a los encontrados en células que sobreexpresan la proteina
cataliticamente activa. Sin embargo, la ausencia del motivo IYT de Msg5C319A ocasiond un

aumento en la expresion de MLP1 (Figura 35).
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Figura 35. Efecto de la expresion de distintas versiones de Msg5 sobre los niveles de expresion
del gen MLP1 en una cepa silvestre.

La cepa silvestre YPH499 se cotransformé con el plasmido YEp352(H)-MLP1-GFP y con el vector vacio YEp352 o
con los plasmidos YEp352-MSG5-GST, YEp352-MSG5¢319A-GST o YEp352-MSG5C3194-AYATA-GST,  Los
transformantes se cultivaron a 24°C en medio minimo selectivo durante toda la noche, se refrescaron en medio rico
YPD y cuando alcanzaron la fase exponencial se afiadié rojo Congo (30ug/ml) durante 3 horas. Los niveles de
expresion del gen MLP1 se determinaron mediante la cuantificacion de la emisién de GFP de dichas células en un
citdmetro de flujo. Se representan los valores medios y la desviacion estandar del analisis de tres transformantes
independientes. Un asterisco representa que las diferencias obtenidas son estadisticamente significativas con un p-
value de p<0.05.

Seguidamente analizamos la funcionalidad de las distintas versiones de Msg5 observando su
efecto sobre la sensibilidad a rojo Congo de una cepa mutante msgbA. Como era de esperar, la
expresion de la version silvestre de Msgb redujo los altos niveles de fosforilacion de SIt2 del
mutante msgbA y complementd su sensibilidad a rojo Congo (Figura 36). Sorprendentemente las
células que expresan la version cataliticamente inactiva de Msg5 (Msg5©%194), a pesar de
presentar unos niveles de fosfo-Slt2 mayores que los de la cepa msgdA, fueron capaces de
crecer en presencia de rojo Congo, al igual que las células que expresan la version silvestre de
Msg5. Este hecho sugiere que el secuestro de Slt2 por parte de Msg5©319A podria antagonizar la
interaccién entre SIt2 y RIm1, dando lugar a un bloqueo en la transmision de la sefial desde la
MAPK hacia este factor de transcripcion. De esta forma, los niveles de expresion de MLP1
analizados previamente concuerdan con los datos de crecimiento en presencia de rojo Congo:

las cepas que expresan Msg5C319A presentan una disminucion en los niveles de expresion de
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MLP1 con respecto a la cepa mutante msgbA y por eso son capaces de crecer en rojo Congo, al
igual que ocurre en las células que expresan Msg5 silvestre. Por el contrario, en presencia de
rojo Congo, las células que expresan MsgbC319A-AYATA presentan unos niveles de expresion de
MLP1 intermedios entre los de una cepa mutante msgdA y los de las células que expresan Msg5
0 Msg5C319A: por tanto, la version Msg5C319AIAYATA splo rescata parcialmente el fenotipo de

sensibilidad a rojo Congo que presentan las células carentes de esta fosfatasa.

Tras el andlisis de la fosforilacion de Slt2, la expresién de MLP1'y la supervivencia en rojo Congo
sugerimos que el motivo IYT de Msg5 es necesario para que una version cataliticamente inactiva

de esta MKP se mantenga unida fuertemente a Slt2 dando lugar al efecto conocido como

trapping.
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Figura 36. Efecto de la expresion de distintas versiones de Msg5 sobre los niveles de fosforilacion
de SIt2 y sobre la sensibilidad a rojo Congo de una cepa mutante msg5A.

La cepa mutante DD1-2D (msg5A) se transformo con el vector vacio YEp352 o con los plasmidos YEp352-MSG5-
GST, YEp352-MSG5C319A-GST o YEp352-MSG5C319A-AYATA-GST. (A) Los transformantes se cultivaron a 24°C en
medio minimo selectivo durante toda la noche, se refrescaron en medio rico YPDA y cuando alcanzaron la fase
exponencial se afiadidé rojo Congo (30ug/ml) durante 3 horas. Los extractos proteicos de dichas células se
analizaron mediante western-blotting con anticuerpos anti-P-p44/42 para valorar los niveles de fosfo-Slt2, anti-
G6PDH como control de carga y anti-Gst para detectar la presencia de Msg5-Gst, Msg5C319A-Gst y Msg5C319A-AYATA.
Gst. (B) Se realizaron diluciones seriadas decimales de estos transformantes en placas de YPD (control) y YPD
suplementado con rojo Congo (75 ug/ml) que se incubaron a 24°C durante 48 horas.
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1.2.4 Efecto de la ausencia del motivo IYT de Sdp1 sobre la ruta de integridad

celular

1.2.4.1 La mutaciéon del motivo IYT reduce la capacidad de Sdp1 para regular

negativamente la ruta de integridad celular

Los ensayos de copurificacion llevados a cabo en experimentos anteriores permitieron
determinar que la presencia del motivo IYT de Sdp1 es esencial para su interaccion con Sit2. A
continuacion nos planteamos estudiar la relevancia del motivo IYT en la funcion que ejerce Sdp1
como regulador negativo de la ruta de integridad celular. Estudios previos sobre los mutantes de
delecion sdp1A mostraron que la falta de esta fosfatasa no conduce a un fenotipo evidente salvo
por un ligero incremento de la fosforilacion de SIt2 en respuesta a choque térmico (Hahn y
Thiele, 2002). Nosotros confirmamos en distintos fondos genéticos que el mutante sdp7A no es
sensible ni a altas temperaturas ni a la presencia de agentes que alteran la pared celular.
Ademas, no obtuvimos diferencias significativas en la fosforilacién de Slt2 tras activacién de la

ruta de integridad en el mutante sdp7A con respecto a la cepa silvestre (datos no mostrados).

Por lo tanto, para estudiar la importancia del motivo IYT en la funcién de Sdp1 recurrimos a la
sobreexpresion de Sdp1 y Sdp1'AYATA en una cepa gas?A, que presenta una activacion
constitutiva de la ruta CWI debido a la falta de la enzima f-1,3-glucanosiltransferasa necesaria
en la biogénesis de la pared celular (de Nobel et al., 2000). Como consecuencia este mutante
muestra una induccion significativa de la transcripcion del gen MLP1 dependiente de RIm1
(Lagorce et al., 2003). Asi, la cepa gas1A se transformé con el plasmido YEp352(H)-pMLP1-lacZ
(que contiene la region promotora de MLP1 fusionada al gen reportero lacZ) y en ella se
sobreexpresaron tanto Sdp1-myc como Sdp1'AYATA-myc.

En la figura 37 se muestra que la sobreexpresion de Sdp1 redujo los elevados niveles de
fosforilacién de Slit2 y de transcripcion de MLP1 que presenta un mutante gasfA. La
sobreexpresion de una version de Sdp1 que carece del motivo IYT (Sdp1/AYATA) también
disminuy6 los niveles de fosfo-SIt2 de un mutante gas7A. Sin embargo, la expresion de MLP1
fue significativamente mayor en las células que sobreexpresan Sdp1'AYATA con respecto a las que
sobreexpresan la version silvestre de Sdp1. Estos resultados podrian indicar que el mutante
Sdp1'AYATA presenta una actividad reducida en la regulacion negativa hacia SIt2 en comparacién

con Sdp1 silvestre.
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1.2.4.2 El motivo IYT de Sdp1 es esencial para que una version cataliticamente

inactiva (Sdp1¢140A) desarrolle el efecto de trapping o secuestro sobre Sit2

La utilizacién de una versidn cataliticamente inactiva de Msgb nos ayudo previamente a elucidar
el papel que el motivo IYT ejerce en el trapping sobre SIt2. De igual forma quisimos conocer si la
presencia del motivo IYT era necesaria para que una version dominante negativa de Sdp1 forme
un complejo estable con Slt2. Con tal fin se llevé a cabo una mutagénesis dirigida sobre los
plasmidos usados anteriormente pYES2-SDP1myc y pYES2-SDP1AYATAmyc en la que se

sustituy6 el residuo conservado de cisteina del centro catalitico por un residuo de alanina.

Tanto en una cepa silvestre como en una cepa mutante gasA la sobreexpresion de la version
cataliticamente inactiva de Sdp1 (Sdp1¢140A-myc) caus6 una acumulacién de fosfo-SIt2 (Figura
38Ay 38B). Por el contrario, la sobreexpresion de la version Sdp1C140A-AYATA-myc no provocd un
aumento en los niveles de fosforilacion de SIt2 con respecto a los que presentan la cepa silvestre
y el mutante gas7A transformadas con un vector vacio. De forma paralela estudiamos la
induccion de la expresion del gen MLP1 en un mutante gas7A que sobreexpresa Sdp1¢'40A-myc

y Sdp1Ct140AAYATA-myc mediante la cuantificacién de la actividad B-galactosidasa del gen
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reportero lacZ. La sobreexpresion de Sdp1¢'4%A-myc disminuyé notablemente los niveles de
expresion de MLP1 con respecto a la cepa gas7A que porta un vector vacio (Figura 37C). Sin
embargo, la expresion de MLP1 es significativamente mayor en las células que sobreexpresan la
version cataliticamente inactiva de Sdp1 que carece del motivo IYT (Sdp1C140AIAYATA) en
comparacién con las células que sobreexpresan la version Sdp1C'40A, Estos datos son
concordantes con los obtenidos en los ensayos de expresion de Msg5C319A-IAYATA lo que indica
que la ausencia del motivo IYT elimina los efectos derivados del trapping sobre SIt2 que

presentan las versiones catalaliticamente inactivas de estas MKPs.
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Figura 38. Efecto de la sobreexpresion de distintas versiones de Sdp1 sobre los niveles de
fosforilacion de Sit2 y de expresion del gen reportero MLP1 en una cepa silvestre y en un mutante
gaslA.

(A) La cepa silvestre YPH499 se transformd con el vector vacio pYES2 o los plasmidos pYES2-SDP1myc, pYES2-
SDP1AYATAmyc, pYES2-SDP1¢140Amyc o pYES2-SDP1C140A-IAYATAmyc. (B) y (C) La cepa mutante Y00897 (gas1A) se
cotransformé con los mismos plasmidos que (A) y ademas con el plasmido YEp352(H)-pMLP1-lacZ. Los
transformantes se cultivaron a 24°C en medio minimo selectivo utilizando rafinosa al 1,5%. En fase exponencial de
crecimiento se indujo la expresion de las distintas versiones de Sdp1 mediante la adicién al medio de galactosa al
2% durante 4 horas. Los extractos proteicos de (A) y (B) se analizaron mediante western-blotting con anticuerpos
anti-P-p44/42 para valorar los niveles de fosfo-Slt2, anti-G6PDH como control de carga y anti-myc para detectar la
presencia de Sdp1-myc, Sdp1AYATA-myc, Sdp1C€140A-myc y Sdp1C140A-AYATA-myc. (C) Los niveles de expresion se
determinaron mediante la cuantificacion de la actividad 3-galactosidasa sobre los extractos proteicos de las mismas
células que en B. Se representan los valores medios y la desviacidn estandar del analisis de tres transformantes
independientes. Uno o dos asteriscos representan que las diferencias obtenidas son estadisticamente significativas
con un p-value de p<0.05 y p<0.01 respectivamente.
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Una evidencia mas que apoya esta afirmacion se consiguié observando al microscopio la
localizacion de Slt2 en células en las que se sobreexpresa Sdp1€140A-myc o Sdp1C140A-IAYATA.
myc. A pesar de que la MAPK Sit2 debe transitar entre el citoplasma y el nicleo debido a las
funciones que realiza en estos compartimentos, estudios previos han revelado que la localizacién
de SlIt2 es principalmente nuclear tanto en condiciones basales como de estimulacion de la ruta
(Hahn'y Thiele, 2002). Para la visualizacion de Slt2 se transformaron las células con el plasmido
pRS425-SLT2-GFP que expresa Slt2 fusionado a GFP. La sobreexpresion de la version inactiva
Sdp1C140A-myc redujo significativamente la localizacién nuclear de SIt2, lo que sugiere que el
efecto de frapping impide la translocacién de SIt2 al nucleo. Este efecto fue totalmente
dependiente del motivo IYT, ya que las células que sobreexpresan de Sdp1C140A-AYATA-myc
contienen a la MAPK en el nucleo al igual que las células transformadas con el vector vacio
(Figura 39).
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Figura 39. Efecto de la sobreexpresion de distintas versiones cataliticamente inactivas de Sdp1
sobre la localizacion celular de la fusion SIt2-GFP.

La cepa silvestre YPH499 se cotransformé con el plasmido pRS425-SLT2-GFP y con el vector vacio pYES2 o con
los plasmidos pYES2-SDP1¢40Amyc o pYES2-SDP1C140A-AYATAmyc. Los transformantes se cultivaron a 28°C en
medio minimo selectivo carente de uracilo y leucina utilizando rafinosa al 1,5% como fuente de carbono. En fase
exponencial de crecimiento se indujo la expresion de las distintas versiones de Sdp1 mediante la adicién al medio
de galactosa al 2% durante 4 horas. (A) Observacion de la distribucion celular de Slt2-GFP mediante microscopia de
fluorescencia. (B) Porcentaje de células con acumulacion nuclear de Slt2-GFP. Dos asteriscos representan que las
diferencias obtenidas son estadisticamente significativas con un p-value de p<0.01.
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1.2.4.3 La mutacion individual de los residuos I* e Y4 del motivo IYT de la version
cataliticamente inactiva Sdp1¢14%A conduce a una pérdida del efecto de trapping
sobre Slt2

Con el objetivo de determinar la relevancia de cada uno de los residuos de los que se compone
el motivo IYT se construyeron versiones de Sdp1€40A-myc en las que se sustituyeron
individualmente los residuos de 13, Y4y T5 por alaninas. Se analiz6 el grado de union a Slt2 de
las versiones Sdp1C140A-A-myc, Sdp1C140AYA-myc y Sdp1C140ATA-myc de una manera indirecta

analizando si son capaces de provocar un efecto de trapping sobre la MAPK.

En primer lugar se verificd mediante western-blotting con anticuerpos anti-myc que los niveles de
expresion de las distintas versiones de Sdp1 eran similares (Figura 40). Seguidamente y de igual
forma que en experimentos anteriores analizamos la cantidad de fosfo-Slt2 que presentan cada
uno de los transformantes. La mutacion individual de los residuos de isoleucina o tirosina impide
que Sdp1C14A-myc se una fuertemente y secuestre a Slt2 y por tanto no se observa el
incremento en los niveles de fosforilacion de SIt2. Sin embargo, las células que expresan
Sdp1C140ATA-myc presentan los mismos valores de fosfo-SIt2 que las que contienen Sdp1C140A-
myc. A la vista de estos resultados podemos concluir que los dos primeros residuos del motivo

IYT de Sdp1 son indispensables para su union a Slt2.
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Figura 40. Efecto de la sobreexpresion de distintas versiones cataliticamente inactivas de Sdp1
sobre los niveles de fosforilacion de Slt2 en una cepa silvestre.

La cepa silvestre YPH499 se transformé con el vector vacio pYES2 o con los plasmidos pYES2-SDP1¢40Amyc,
pYES2-SDP1C140A-AYATAmyc, pYES2-SDP1C140A1Amyc, pYES2-SDP1C140A-YAmyc o pYES2-SDP1C140A-TAmyc. Los
transformantes se cultivaron a 24°C en medio minimo selectivo sin uracilo utilizando rafinosa al 1,5% como fuente
de carbono. En fase exponencial de crecimiento se indujo la expresion de las distintas versiones de Sdp1 mediante
la adicién al medio de galactosa al 2% durante 4 horas. Los exiractos proteicos de dichas células se analizaron
mediante western-blotting con anticuerpos anti-P-p44/42 para valorar los niveles de fosfo-Slt2, anti-G6PDH como
control de carga y anti-myc para detectar la presencia de Sdp1¢140A-myc, Sdp1C140AIAYATA-myc, Sdp1C140A-1A-myc,
Sdp1C140A-YA-myC y Sdp1C140A-TA-myC.
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1.3 Estudio de los sitios de fosforilacion de Msg5 por Sit2 en

respuesta a la activacion de la ruta de integridad celular

1.3.1 Identificacion de los posibles residuos de fosforilacion de Msg5 por
MAPKs

Como hemos comentado previamente en la introduccion, estudios realizados en nuestro
laboratorio describieron la existencia de una regulacion reciproca entre la MAPK SIt2 y su MKP
Msg5. Por un lado, Msg5 desfosforila a SIt2. Por otro, la MAPK modula mediante fosforilacion la
accion que ejerce la fosfatasa Msg5 sobre ella. Es decir, SIt2 contribuye activamente a la
regulacion postraduccional de Msg5. Asi, las dos isoformas de esta fosfatasa son fosforiladas
por Slt2 tras la activacion de la ruta de integridad celular en presencia de alta temperatura o

blanco de calcofltor (Flandez et al., 2004).

Las MAPKs de tipo ERK son serin-treonin quinasas que reconocen la secuencia consenso S/T-P
(serina o treonina seguida de una prolina) en sus sustratos como sitios susceptibles de
fosforilacién (Jacobs et al., 1999;Sharrocks et al., 2002). La proteina Msg5 se compone de una
regidn N-terminal regulatoria, donde se encuentran los dominios de unién con las MAPKs
(Remenyi et al., 2005;Marin et al., 2009), seguida del dominio catalitico y una extension C-
terminal, de unos 100 aminodcidos, caracteristica de esta MKP. Analizando la secuencia
aminoacidica de Msg5 se encontraron nueve posibles sitios de fosforilacion por MAPKs en la

region aminoterminal y otros 7 sitios localizados en la extension carboxiterminal (Figura 41).

MQFHSDKQHLDSKTDIDFKPNSPRSLONRNTKNLSLDIAALHPLMEFSSPSQDVPGSVKF
PSPTPLNLFMKPKPIVLEKCPPKVSPRPTPPSLSMRRSEASIYTLPTSLKNRTVSPSVYTKS
STVSSISKLSSSSPLSSFSEKPHLNRVHSLSVKTKDLKLKGIRGRSQTISGLETSTPISSTRE
GTLDSTDVNRFSNQKNMQTTLIFPEEDSDLNIDMVHAEIYQRTVYLDGPLLVLPPNLYLYSE
PKLEDILSFDLVINVAKEIPNLEFLIPPEMAHKIKYYHIEWTHTSKIVKDLSRLTRIIHTAHSQG
KKILVHCQCGVSRSASLIVAYIMRYYGLSLNDAYNKLKGVAKDISPNMGLIFQLMEWGTML
SKNSPGEEGETVHMPEEDDIGNNEVSSTTKSYSSASFRSFPMVTNLSSSPNDSSVNSSEV
TPRTPATLTGARTALATERGEDDEHCKSLSQPADSLEASVDNESISTAPEQMMFLP

Figura 41. Residuos susceptibles de fosforilacion por Slt2 en la secuencia aminoacidica de Msg5.

En color verde se muestran los residuos de prolina precedidos por los residuos de serina o treonina susceptibles de
fosforilacion por MAPKs marcados en color rojo.
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1.3.2 La fosforilacion de la extension C-terminal de Msg5 es la responsable
de su cambio en la movilidad electroforética tras la activacion de la ruta de

integridad celular

Dado que la secuencia aminoacidica de Msg5 consta de 16 residuos susceptibles de ser
fosforilados por Slt2 es bastante probable que los sitios reales de fosforilacién sean mdltiples.
Por esta razdn, en lugar de eliminar estos residuos uno por uno, decidimos construir tres
versiones de Msg5: Msg5NeA (en la que los 9 residuos fosforilables de la regién aminoterminal
estan mutados a alaninas), Msg5¢7A (con los 7 residuos fosforilables del extremo carboxiterminal
sustituidos por alaninas) y Msg5'6A (version de Msg5 que carece de cualquier residuo susceptible

de ser fosforilado por Slt2).

En una cepa msgbA se expresaron desde su propio promotor dichas versiones de Msg5. Los
transformantes se cultivaron a 24°C y posteriormente fueron sometidos a distintos estimulos que
activan la ruta de integridad celular: choque térmico a 39°C, tratamiento con rojo Congo o con
feromona (o-factor). Se analizaron los niveles de fosforilacion de Slt2 de los extractos proteicos
con objeto de verificar una adecuada activacion de la ruta de integridad tras la aplicacion de
dichos estimulos (Figura 42). Hay que destacar que todas las versiones de Msg5 fueron capaces
de desfosforilar a Slt2 en las distintas condiciones ensayadas ya que las células que expresan

dichas versiones presentan niveles de fosfo-SIt2 menores que los de la cepa msgdA.

Gracias al revelado con anticuerpos anti-myc logramos visualizar las dos isoformas de Msg5.
Tanto la proteina silvestre como aquella que porta mutaciones en los residuos fosforilables de la
region N-terminal (MsgSN%) experimentaron un cambio en su movilidad electroforética tras el
tratamiento con cualquiera de los tres estimulos. Es decir, cuando se fosforilan las dos isoformas
sufren un cambio conformacional dando lugar la aparicion de bandas de menor movilidad
electroforética. Por el contrario, los mutantes Msg5¢7A y Msg5'6A no sufrieron cambios en la
movilidad de las bandas correspondientes a las dos isoformas después de recibir algun estimulo.
Estos resultados indican que la presencia de uno o varios de los 7 posibles residuos de
fosforilacién de la extension C-terminal de Msg5 son esenciales para provocar un cambio en la
movilidad electroforética de esta proteina frente a estimulos que activan la ruta de integridad.
Curiosamente, las dos isoformas de la versién que carece de cualquier residuo susceptible de
ser fosforilado (Msg5'6A) presentan mayor movilidad electroforética que la versién Msg5C7A
incluso en ausencia de estimulacion, lo que podria ser debido a un cambio en la conformacion de

la proteina provocado por la mutacién conjunta de 16 residuos.
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Figura 42. Efecto de la expresion de Msg5-myc, Msg5N\°A-myc, Msg5¢7A-myc y Msg5'%A-myc sobre
los niveles de fosforilacion de SIt2 y sobre la propia fosforilacion de Msg5.

La cepa mutante DD1-2D (msgbA) se transformé con el vector vacio YCplac22myc o con los plasmidos YCplac22-
MSGS5myc, YCplac22-MSG5Vmyc, YCplac22-MSG5¢7Amyc, YCplac22-MSG5'6Amyc. Los transformantes se
cultivaron a 24°C en medio minimo selectivo durante toda la noche, se refrescaron en medio rico YPDA y cuando
alcanzaron la fase exponencial se sometieron a una temperatura de 39°C durante 1 hora (A), se afiadié rojo Congo
(30pg/ml) durante 3 horas (B) o a-factor (3uM) durante 1 hora (C). Los extractos proteicos de dichas células se
analizaron mediante western-blotting con anticuerpos anti-P-p44/42 para valorar los niveles de fosfo-Slt2, anti-myc
para valorar Msg5-myc, Msg5N9A-myc, Msg5¢7A-myc y Msg516A-myc y anti-G6PDH como control de carga.

1.3.3 Las versiones no fosforilables de Msg5 interaccionan con Slt2

Algunos autores han apuntado que las fosforilaciones en residuos tanto cercanos como lejanos
al sitio de union entre proteinas pueden dar lugar a cambios conformacionales que modulen la
fuerza de union entre ellas (Sohaskey y Ferrel, 2002;Nishi et al., 2011). Basandonos en esta
premisa decidimos estudiar si la ausencia de residuos susceptibles de ser fosforilados por Sit2
en Msgb afectaba de alguna forma a la union entre estas dos proteinas. De esta forma se
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llevaron a cabo experimentos de copurificacion entre Gst-SIt2 y las versiones MsgdN9A, Msg5C¢7Ay
Msg5'6A procedentes de cultivos de levadura creciendo a 24°C o tratados con rojo Congo. En la
figura 43 se muestra que las versiones Msg5C7A y Msg5'%A que no sufren cambios en la
movilidad electroforética en presencia de estimulo, mantienen intacta su capacidad para unirse a
SlIt2 en las dos condiciones analizadas (ausencia y presencia de estimulo). Por otro lado, son las
formas de mayor peso molecular (no fosforiladas) de la proteina silvestre Msg5 y de la versién
Msg5N9A las que copurifican con Gst-SlIt2 en presencia de rojo Congo. A la vista de estos datos
podemos afirmar que la interaccion entre SIt2 y Msg5 se produce de manera independiente a la

presencia de residuos susceptibles de ser fosforilados por la MAPK.

Extractos Copuirificaciéon
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Figura 43. Ensayo de copurificacion de Msg5-myc, Msg5N?A-myc, Msg5¢7A-myc y Msg5'6A-myc con
Gst-Slt2.

Analisis mediante western-blotting tanto de los extractos proteicos como de las proteinas retenidas en los ensayos
de copurificacién in vivo con una matriz de glutation (Glutahtione Sepharose). La cepa YPH499 se transformé con
los plasmidos pEG(KG) (A) y pEG(KG)-SLT2 (B) y (C) que expresan Gst y Gst-Slt2 respectivamente y con el
plasmido YCplac22-MSG5myc, YCplac22-MSG5V"myc, YCplac22-MSG5¢ myc o YCplac22-MSG5"6Amyc. Las
células se cultivaron en medio liquido selectivo sin uracilo ni triptéfano, utilizando como fuente de carbono rafinosa al
1,5%. Se refrescaron en medio rico YPG con galactosa al 2% para inducir la expresion de Gst-SIt2 y tras 4 horas se
afiadié rojo Congo (30ug/ml) durante 3 horas mas sélo en (C). Se utilizaron anticuerpos anti-myc para detectar
Msg5-myc, Msg5NA-myc, Msg5¢7A-myc y Msg5'6A-myc y anti-Gst para analizar la presencia de Slt2.
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1.3.4 El estado de fosforilacion de Msg5 no afecta a la respuesta

transcripcional dependiente de RIm1

En busqueda de las consecuencias biologicas de la fosforilacion de Msgb por Slt2, nos
planteamos conocer si las versiones de Msg5 no susceptibles de ser fosforiladas por esta MAPK
eran capaces de complementar el fenotipo de sensibilidad a rojo Congo de un mutante msgdA.

En la figura 44 se aprecia que las células que expresan Msg5N9A-myc o Msg5C7A-myc presentan
la misma sensibilidad a rojo Congo que las células que expresan Msg5 silvestre; es decir, tanto
Msg5NA-myc como Msg5C7A-myc complementan este fenotipo del mutante msg5A. Sin embargo,
las células que expresan la versidon que carece de cualquier residuo fosforilable (Msg51'6A)

complementan sélo parcialmente la sensibilidad del mutante de delecion msgdA en rojo Congo.

- RC 50ug/ml RC 100pg/ml RC 125pg/ml

Vector
Msg5
msg5A | Msg5NeA

MsgSC7A
Msgs16A

Figura 44. Analisis de la sensibilidad a rojo Congo del mutante msg5A y de éste expresando
Msg5-myc, Msg5¥A-myc, Msg5¢7A-myc y Msg5'6A-myc.

Ensayo fenotipico por crecimiento en gota de la cepa mutante DD1-2D (msg5A) transformada con el vector vacio
YCplac22 o los plasmidos YCplac22-MSG5myc, YCplac22-MSG5NAmyc, YCplac22-MSG5¢7"myc o YCplac22-
MSG5"4myc. Se realizaron diluciones seriadas decimales de estos transformantes en placas de YPDA como control
(-) y en presencia de rojo Congo a una concentracion final de 50 pg/ml, 100 pg/ml o 125 pg/ml como se indica en la
figura. Las placas se incubaron a 24°C durante 48 horas.

De forma paralela se estudid si la existencia de residuos fosforilables en Msg5 tiene algun efecto
sobre la induccion de la expresion del gen MLP1 en condiciones que activan la ruta de integridad
(tratamiento con rojo Congo y con feromona). Se cuantificé la actividad -galactosidasa de las
mismas células empleadas previamente que portan ademas el plasmido YEp352-pMLP1-lacZ.
Como se observa en la figura 45, los valores de actividad -galactosidasa de las células que
expresan Msg5N9A, Msg5C7A o Msg5'6A son menores que los de la cepa mutante msgdA y
similares a los de las células que expresan la proteina silvestre Msg9, lo que indica que la

eliminacion de cualquiera de los posibles sitios de fosforilacion por MAPKs en esta fosfatasa no
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provoco diferencias en la expresion del gen MLP1 tanto en presencia de rojo Congo como de

estimulacion de la ruta CWI con feromona.

Estos datos son coherentes con los obtenidos en el anélisis de los niveles de fosfo-SIt2 y en los
ensayos de sensibilidad a rojo Congo a excepcion de la version Msg516A, que a pesar de mostrar
niveles de fosfo-SIt2 y de expresion de MLP1 similares a los que presenta la cepa que expresa la

proteina silvestre Msg5, no complementa totalmente la sensibilidad a rojo Congo del mutante

msgbA.
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Figura 45. Cuantificacion de la expresion del gen MLP1 en un mutante msgbA y en éste
expresando Msg5-myc, Msg5N9A-myc, Msg5¢7A-myc y Msg5'6A-myc.

La cepa mutante DD1-2D (msg5A) se cotransformé con el plasmido YEp352-pMLP1-lacZ y con el vector vacio
YCplac22 o los plasmidos YCplac22-MSG5myc, YCplac22-MSG5¥myc, YCplac22-MSG5¢7"myc o YCplac22-
MSG5"%myc. Los transformantes se cultivaron a 24°C en medio minimo selectivo carente de uracilo y triptéfano
durante toda la noche, se refrescaron en medio rico YPDA y cuando alcanzaron la fase exponencial se afiadio rojo
Congo (30ug/ml) durante 3 horas (A) o a-factor (3uM) durante 1 hora (B). Los niveles de expresion del gen reportero
lacZ se determinaron mediante la cuantificacion de la actividad B-galactosidasa sobre los extractos proteicos de
dichas células. Se representan los valores medios y la desviacion estandar del analisis de tres transformantes
independientes.
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2. BUSQUEDA DE PROTEIN FOSFATASAS QUE
REGULEN  NEGATIVAMENTE LA RUTA DE
APAREAMIENTO

Actualmente s6lo se conocen tres reguladores negativos de la ruta de apareamiento: las tirosin
fosfatasas Ptp2 y Ptp3 y la fosfatasa de especificidad dual Msg5. Todas ellas desfosforilan a la
MAPK Fus3 (Martin et al., 2005). Con los experimentos que se describen a continuacion se
intenté conocer la existencia de protein fosfatasas que actien desfosforilando algin otro

componente de la cascada de sefializacion.

Con tal fin se rastre6 una coleccién de 43 protein fosfatasas, subunidades reguladoras o
proteinas asociadas que se clasifican en la tabla IX. En esta coleccién estan representadas la

mayoria de las protein fosfatasas o subunidades asociadas a ellas del genoma de S. cerevisae.

Tabla IX. Clasificacion de la coleccion de 43 protein fosfatasas, subunidades reguladoras

o proteinas asociadas utilizadas en este trabajo.

PP1-like: Ppz1, Ppz2, Ppq1
PP2A: Subunidades cataliticas: Pph21, Pph22
Subunidad reguladora A: Tpd3
PPPS Subunidades reguladoras B: Cdc55, Rts1
PP2A-like: Ppg1, Sit4
., Proteinas asociadas a Sit4: Rts3, Sap4,
Serin- Sap155, Sap185
4 PP2B: Subunidades cataliticas: Cmp1, Cmp2
Treo nin Subunidad reguladora: Cnb1
PP5-like: Ppt1

PPMs PP2C: Ptc1, Ptc2, Ptc4, Ptc5, Ptc6, Ptc7

FCPS Fcp1, Ssu72

Tirosin Ptp1, Ptp2, Mih1, Ltp1, Ych1

Duales Siw14, Oca1, Oca2, Oca6, Msg5, Sdp1, Yvh1, Cdc14, Pps1, Tep1

Otras Psr1, Psr2
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2.1 Estudios basados en la sobreexpresion de protein

fosfatasas

2.1.1 Identificacion de protein fosfatasas cuya sobreexpresion atenua la
hiperactivacion de la ruta de apareamiento provocada por la sobreexpresion
de Sted

En la introduccion se ha explicado que la proteina G heterotrimérica actia acoplada al receptor
de la ruta de apareamiento. En presencia de feromona, la subunidad a (Gpa1) se disocia del
heterodimero formado por las subunidades B y y (Ste4-Ste18) que son entonces capaces de
interaccionar con sus efectores favoreciendo la transmision de la sefial a través de la cascada de
MAPKs que opera en la ruta de apareamiento (Elion, 2000;Dohiman, 2002). La sobreexpresion
de Ste4 bajo el control del promotor GAL1 provoca una hiperactivacion sostenida de dicha via en
ausencia de estimulacion externa que da lugar como consecuencia a una inhibicion del
crecimiento de las células de levadura (Cole et al., 1990). En estas condiciones, la
sobreexpresion de una fosfatasa que actue regulando negativamente cualquier componente de
la cascada de sefializacion de la ruta de apareamiento deberia recuperar la viabilidad de las

células que sobreexpresan Ste4.

En nuestro laboratorio disponemos de una coleccién comercial de plasmidos de sobreexpresion
de la gran mayoria de genes de S. cerevisiae bajo el control del promotor GAL1 basados en el
vector BG1805. Se escogieron aquellos plasmidos que portan los 43 genes codificantes de cada
una de las protein fosfatasas o subunidades asociadas reflejadas en la tabla IX. Para realizar el
ensayo fenotipico de crecimiento se realizaron diluciones decimales seriadas de los
transformantes en placas de medio selectivo tanto en presencia de glucosa (control de
crecimiento) como de galactosa, donde se induce la expresion de Ste4 y de cada una de las

protein fosfatasas.

Del total de 43 proteinas sobreexpresadas sélo las 10 mostradas en la figura 46 atenuaron en
diferente grado la inhibicién del crecimiento ocasionado por la sobreexpresion de Ste4. Entre
ellas Ptp2 y Msg5, dos reguladores negativos previamente conocidos, son las que presentaron
un mayor efecto supresor. Ademas, serin-treonin fosfatasas como Ppq1, proteinas asociadas a
la fosfatasa Sit4 como Sap185, la subunidad regulatoria de la calcineurina (Cnb1), Fcp1
conocida por desfosforilar la RNA polimerasa Il, dos protein fosfatasas de tirosinas (Ltp1 y Ptp1)
y una fosfatasa dual atipica (Oca2).
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Figura 46. Atenuacion del efecto inhibitorio sobre el crecimiento de la sobreexpresion de Ste4 por
la sobreexpresion de distintas protein fosfatasas o subunidades asociadas a éstas.

(A) Diluciones seriadas decimales en medio SD (glucosa) y SG (galactosa) de la cepa BY4741 cotransformada con
el plasmido pRS315-pGAL1-STE4 y el plasmido derivado del vector BG1805 que porta el ORF de las proteinas
indicadas bajo el control del promotor GAL1. Las placas se incubaron a 30°C durante 48 horas. Los ensayos se
realizaron sobre tres tansformantes distintos para cada una de las protein fosfatasas. (B) Representacion grafica de
la recuperacién del crecimiento de dichos transformantes en nimero de gotas en las que se aprecia crecimiento.

Con el fin de confirmar que las protein fosfatasas o subunidades asociadas aisladas en el
ensayo anterior actian como reguladores negativos de la ruta de apareamiento se cuantifico la

expresion del gen FUS1. Este gen codifica una proteina que se localiza en la punta del shmoo,
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es importante para la fusion de las células que aparean y su expresion esta regulada
directamente por la ruta de apareamiento a través del factor de transcripcion Ste12 (Roberts et
al., 2000;Nolan et al., 2006). Por tanto, la sobreexpresion de Ste4 da lugar a un incremento en la
expresion de FUST. Las células empleadas en la figura 46 se transformaron con el plasmido
pRS423-pFUS1-lacZ (que contiene la regién promotora del gen FUST fusionada al gen reportero
lacZ) y se cuantificé la actividad -galactosidasa. Los datos reflejados en la figura 47 confirman
que la sobreexpresion de todas las protein fosfatasas o proteinas asociadas ensayadas reduce
significativamente, aunque en diferente grado, la expresién del gen FUS? provocada por la
sobreexpresion de Ste4. Este hecho valida los resultados obtenidos a través del ensayo

fenotipico de crecimiento.
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Figura 47. Efecto de la sobreexpresion conjunta de Ste4 y distintas protein fosfatasas sobre la
expresion del gen reportero FUS1.

Actividad B-galactosidasa de la cepa BY4741 cotransformada con el plasmido pRS315-pGAL1-STE4, el plasmido
pRS423-pFUS1-lacZ y los plasmidos derivados del vector BG1805, que llevan el gen codificante para cada una de
las proteinas indicadas en el gréafico. Los transformantes se cultivaron a 30°C en medio minimo selectivo carente de
uracilo, leucina e histidina utilizando rafinosa al 1,5% como fuente de carbono. En fase exponencial de crecimiento
se indujo la expresion de Ste4 y de las distintas fosfatasas mediante la adicion al medio de galactosa al 2% durante
6 horas. Se representan los valores medios de la actividad B-galactosidasa de tres transformantes independientes
como ratio, es decir, relativos a la cepa control transformada con el vector vacio (sin fosfatasa) a la que se asigna un
valor de 1. La barra de error corresponde a la desviacion estandar. Uno, dos o tres asteriscos representan que las
diferencias obtenidas en relacion al control son estadisticamente significativas con un p-value de p<0.05, p<0.01 y
p<0.001 respectivamente.

De forma paralela se estudié si dichas protein fosfatasas o subunidades asociadas disminuyen la
sefializacion de la ruta de apareamiento en respuesta al estimulo natural: feromona. En este
caso se empled el plasmido pRS315-pFIG1-GFP, en el que la expresion de GFP esta controlada

por el promotor del gen FIG1, que al igual que FUST codifica una proteina de membrana
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requerida en el proceso de apareamiento (Aguilar et al., 2007). La expresion de FIG1 esta

directamente relacionada con la activacién de esta ruta de MAPKSs.

De las lecturas de emision de fluorescencia de GFP tomadas en un citdmetro de flujo se
obtuvieron los datos que se reflejan en la figura 48. Todas las protein fosfatasas o proteinas
asociadas que reducian la expresion de FUS? inducida por la sobreexpresién de Ste4 también
disminuyeron la expresion de FIG1 tras el tratamiento con feromona. Las fosfatasas Ptc2, Ptp1,
Ptp2 y Msg5 resultaron ser las enzimas mas activas en ambas situaciones. Sin embargo, en
algunos casos la capacidad de regular negativamente la ruta de apareamiento varié entre las dos
condiciones ensayadas. Asi, Ppq1, Ltp1 y Fcp1 parecen ser menos activas en presencia de
feromona. Por otro lado, Sap185, Cnb1 y Oca2 mantienen una actividad similar presentando una
reduccién de la sefializacién en torno al 50% con respecto al control tanto en células que

sobreexpresan Ste4 como en las tratadas con factor a.
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Figura 48. Efecto de la sobreexpresion de protein fosfatasas sobre la expresion del gen FIG1 en
presencia de feromona.

Citometria de flujo de la cepa BY4741 cotransformada con el plasmido pRS315-pFIG1-GFP y los plasmidos
derivados del vector BG1805, que llevan el gen codificante para cada una de las proteinas indicadas en el grafico.
Los cotransformantes se cultivaron a 30°C en medio minimo selectivo carente de uracilo y leucina utilizando
galactosa a 2% como fuente de carbono durante 4 horas tras las cuales se afiadio feromona (a-factor) (10uM)
durante 2 horas. Se muestran los valores medios de emision de fluorescencia de tres transformantes independientes
como ratio, es decir, relativos a la cepa control transformada con el vector vacio a la que se asigna un valor de 1. La
barra de error corresponde a la desviacion estandar. Uno o dos asteriscos representan que las diferencias obtenidas
en relacion al control son estadisticamente significativas con un p-value de p<0.05 y p<0.01.
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2.1.2 ldentificacion de protein fosfatasas cuya sobreexpresion atenua la
hiperactivacion de la ruta de apareamiento provocada por la expresion del

alelo hiperactivo Ste11-4

Con el fin de delimitar en qué punto de la cascada se sefializacién ejercen su accion cada una de
las protein fosfatasas o subunidades asociadas aisladas previamente, inducimos la activacion de
la ruta de apareamiento desde la MAPKKK Ste11. Asi, un mutante ste20A se transformé con el
plasmido pRS425-STE11-4 que expresa una version hiperactiva de Ste11 (Ste1175%)
(Stevenson et al., 1992). Al realizar el ensayo en un mutante ste20A nos aseguramos de que
este alelo hiperactivo induce, por si solo la activacion de Ste7 y Fus3 asi como la expresion del
gen FUS1 de manera independiente al resto de componentes de la ruta que se encuentran por
encima de la MAPKKK.

STE11-4, ste20A
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Figura 49. Efecto de la sobreexpresion conjunta de STE11-4 y distintas protein fosfatasas sobre la
expresion del gen reportero FUS1 en un mutante ste20A.

Actividad B-galactosidasa de la cepa mutante Y00956 (ste20A) isogénica de la BY4741 cotransformada con el
plasmido pRS425-STE11-4, el plasmido pRS423-pFUS7-lacZ y los plasmidos derivados del vector BG1805, que
llevan el gen codificante para cada una de las proteinas indicadas en el gréfico. Los transformantes se cultivaron a
30°C en medio minimo selectivo carente de uracilo, leucina e histidina utilizando rafinosa al 1,5% como fuente de
carbono. En fase exponencial de crecimiento se indujo la expresion de las distintas fosfatasas mediante la adicion al
medio de galactosa al 2% durante 6 horas. Se representan los valores medios de la actividad B-galactosidasa de
tres transformantes independientes como ratio, es decir, relativos a la cepa control transformada con el vector vacio
a la que se asigna un valor de 1. La barra de error corresponde a la desviacién estdndar. Uno o dos asteriscos
representan que las diferencias obtenidas en relacién al control son estadisticamente significativas con un p-value
de p<0.05 y p<0.01 respectivamente.
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De forma similar al ensayo descrito en la figura 47 se cuantifico la actividad B-galactosidasa de
las células que expresan conjuntamente el alelo hiperactivo Ste11-4 y cada una de las protein
fosfatasas de estudio. Los resultados reflejados en la figura 49 muestran que la sobreexpresion
de Ppq1, Ptc2, Ptp1, Ptp2, Oca2 y Msgb redujo significativamente la expresion del gen FUS7 en
células que expresan el alelo hiperactivo Ste11-4. Sabiendo que Msg5 y Ptp2 desfosforilan a la
MAPK Fus3 (Martin et al., 2005), las protein fosfatasas Ppqg1, Ptc2, Ptp1 y Oca2 se presentan
como potenciales candidatos para regular negativamente bien a la MAPKK Ste7 o bien a la
MAPK Fus3.

2.2 Estudios realizados sobre los mutantes sencillos

carentes de protein fosfatasas

2.2.1 ldentificacion de protein fosfatasas cuya eliminacion provoca una

activacion de la ruta de apareamiento

Nuestro siguiente objetivo se centrd en conocer si la delecion individual de cada uno de los
genes identificados en el primer rastreo (a excepcion del gen FCP1, que es esencial para las
células de levadura) provoca un incremento en la sefializacién de la ruta de apareamiento con
respecto a una cepa silvestre. De esta forma se analizaron los niveles de expresion del gen FIG1
tanto en ausencia como en presencia de feromona cuantificando la emisién de fluorescencia de

GFP de la cepa silvestre BY4741 y las mutantes isogénicas.

En la figura 50 se puede observar que en condiciones basales y especialmente en presencia de
feromona, los mutantes msgbA y ptp2A presentan unos niveles de emisién de fluorescencia, y
por tanto de expresion del gen FIG1, superiores al menos en un 20% a los observados en la
cepa silvestre. Hay que destacar que el mutante ptp7A mostré también un incremento, ligero
pero significativo, en la sefializacion tanto basal como tras activacion de la cascada por factor a.
Este hecho, junto con los resultados anteriores, sugiere que es probable que esta fosfatasa
ejerza un papel como regulador negativo de la ruta de apareamiento.
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Figura 50. Efecto de la ausencia de distintas protein fosfatasas sobre la expresion del gen FIG1 en
condiciones basales y de estimulacién con feromona.

Citometria de flujo de la cepa silvestre BY4741 (wt) y los distintos mutantes isogénicos transformados con el
plasmido pRS315-pFIG1-GFP. Se cultivaron a 24°C en medio minimo selectivo carente de leucina durante toda la
noche. Se recogieron muestras a tiempo cero (A) y tras 2 horas de incubacion con feromona 10uM (B). Se
muestran los valores medios de emision de fluorescencia de tres transformantes independientes como ratio, es
decir, relativos a la cepa silvestre BY4741 a la que se asigna un valor de 1. La barra de error corresponde a la
desviacion estandar. Uno o dos asteriscos representan que las diferencias obtenidas en relacién al control son
estadisticamente significativas con un p-value de p<0.05 y p<0.01 respectivamente.

2.3 La tirosin fosfatasa Ptp1 interacciona con la MAPK Fus3

Tras analizar los resultados obtenidos en la busqueda de nuevos reguladores negativos de la
ruta de apareamiento afirmamos que la tirosin fosfatasa Ptp1 es uno de los candidatos que, con
mas certeza, puede tener alguna funcién sobre el médulo de quinasas. Teniendo en cuenta que
entre los componentes del médulo de quinasas la fosforilacion en tirosina sélo es necesaria para
la activacion de la MAPK, en el caso de que Ptp1 sea un regulador de la ruta de apareamiento, lo

mas probable es que actue y, por tanto, interaccione con Fus3.
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Para comprobar esta hipdtesis se llevaron a cabo dos experimentos de copurificacién in vitro. En
el primero de ellos se expreso individualmente Fus3-ProteinaA, Gst y Gst-Ptp1 bajo el control del
promotor GAL7. En el segundo se expresaron las mismas proteinas pero con diferentes
etiquetas a las anteriores: Ptp1-ProteinaA, Gst y Gst-Fus3. Los extractos de levadura se
mezclaron y se incubaron en presencia de una matriz de glutation. Mediante western-blotting se
detectod la presencia de todas las proteinas con anticuerpos anti-Gst ya que la proteina A de
Staphylococcus aureus utilizada como epitopo en estos ensayos es capaz de reconocer la

cadena pesada de cualquier anticuerpo.

Los resultados de la figura 51 muestran que Ptp1 y Fus3 interaccionan en ambos experimentos
(Gst-Ptp1 se une a Fus3-ProteinaA vy, a su vez, Ptp1-ProteinaA copurifica con Gst-Fus3) y
sugieren que esta tirosin fosfatasa podria regular la ruta de apareamiento desfosforilando a la
MAPK.
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3. BUSQUEDA DE PROTEIN FOSFATASAS QUE
REGULEN NEGATIVAMENTE LA RUTA DE INTEGRIDAD
CELULAR

Hemos mencionado en la introduccién que la ruta de integridad celular estd regulada por las
fosfatasas duales Msg5 y Sdp1 v las tirosin fosfatasas Ptp2 y Ptp3 que desfosforilan a la MAPK
SIt2 (Martin et al., 2005). Con el fin de conocer nuevos reguladores negativos de esta cascada
de sefializacién se rastred la misma colecciéon de 43 genes que se emplearon para realizar el

rastreo sobre la ruta de apareamiento (ver tabla IX).

3.1 Estudios basados en la sobreexpresion de protein

fosfatasas

3.1.1 Identificacion de protein fosfatasas cuya sobreexpresion atenua la
inhibicién del crecimiento provocada por la expresion del alelo hiperactivo
Pkc1AAA

Con el objetivo de encontrar nuevas protein fosfatasas que actuen en la ruta de integridad celular
a nivel del modulo de MAPKSs se llevaron a cabo dos rastreos complementarios. En el primero de
ellos se expres6 una version hiperactiva de PKC1 (PKC 1439644054406 o PKC14A4) bajo el control
del promotor GAL1. Esta versidn de Pkc1 presenta un cambio de las argininas de las posiciones
398, 405 y 406 de la zona del pseudosustrato a alaninas. La expresion de dicho alelo provoca la

inhibicion del crecimiento en la levadura (Martin et al., 2000).

Para realizar el ensayo fenotipico de crecimiento en gota se cotransformé la cepa silvestre
SEY6211 con el plasmido YEplac112-PKC1AAAy el plasmido que porta la secuencia codificante
de cada uno de los 43 genes reflejados en la tabla IX. Se realizaron diluciones decimales
seriadas de los transformantes en placas de medio selectivo tanto en presencia de glucosa
(control de crecimiento) como de galactosa, donde se induce la expresion de Pkc1AA y de cada
una las protein fosfatasas o subunidades asociadas. Del total de 43 genes ensayados, la
sobreexpresion de 14 de ellos redujo el efecto inhibitorio sobre el crecimiento del alelo
hiperactivo PKC1444 (Figura 52).
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3.1.2 Identificacion de protein fosfatasas cuya sobreexpresion atenua la
inhibicion del crecimiento provocada por la sobreexpresion del extremo C-

terminal de Bck1

Se conoce con detalle la activacion del mddulo de quinasas Bck1-Mkk1/2-SIt2 por parte de Pkc1.
Seguramente no sean ni los unicos sustratos ni la Unica via activada por esta quinasa. Asi lo
demuestra el hecho de que un mutante pkc1A sea inviable en condiciones normales de
crecimiento mientras que la delecion de cualquiera de los miembros de la ruta de integridad
celular no presente un fenotipo tan grave (Levin, 2005). Por eso, la inhibicion del crecimiento
provocada por Pkc1A podria ser debido no solo a la hiperactivacion de la ruta de integridad

sino a las consecuencias de una fosforilacion sostenida sobre otras dianas celulares.

De esta forma, el rastreo previo realizado con este alelo hiperactivo puede dar lugar a la
aparicion de reguladores negativos que no sean especificos de la ruta de integridad. Por esta
razon decidimos llevar a cabo un segundo rastreo en el que se activo la cascada desde la
MAPKKK Bck1 con el fin de conocer posibles reguladores negativos tanto de Mkk1/2 como de

SIt2. Se construyd una versién de Bck1 (Bck1CT:Bck11172-1478) que carece de la region
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aminoterminal regulatoria; cuando se sobreexpresa da lugar a una hiperactivacion de SIt2 vy,
como consecuencia, a una ligera inhibicion del crecimiento en una cepa silvestre (datos no

mostrados) que fue mas notable en un mutante msg5A (Figura 53).

La figura 53 muestra unicamente los ensayos fenotipicos por crecimiento en gota en los que la
sobreexpresion de alguna protein fosfatasa atenua la inhibicion del crecimiento provocada por la
sobreexpresion de Bck1CT. Entre ellos se encuentran los reguladores negativos conocidos de
SIt2 (Msgd, Sdp1 y Ptp2), cuya sobreexpresion es capaz de reducir el efecto inhibitorio

provocado por Bek1CT mientras que no lo hacen sobre el causado por Pkc1AAA,

Glucosa Galactosa
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3.1.3 Identificacion de protein fosfatasas cuya sobreexpresion atenua la

activacion de la ruta de integridad celular en respuesta a rojo Congo

Seguidamente estudiamos si la sobreexpresién de las protein fosfatasas o subunidades
reguladoras identificadas en los dos rastreos previos reduce la sefializacion de la ruta de
integridad celular en respuesta a rojo Congo. A través de este experimento conseguimos, en

primer lugar, comprobar si las protein fosfatasas que suprimen el efecto inhibitorio ocasionado
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por la sobreexpresion de Pkc1AAA |o hacen sobre alguno de los componentes de la ruta de
integridad celular. En segundo lugar, logramos confirmar que las fosfatasas identificadas en el

segundo rastreo actian efectivamente regulando negativamente el médulo de MAPKs.

Se cuantificé por citometria de flujo la expresion de MLP1 tanto en la cepa silvestre como en las
células que sobreexpresan cada uno de los 18 genes aislados en los dos rastreos anteriores en

presencia de rojo Congo y empleando una fusién del promotor de MLP1 a GFP.

Resulta interesante destacar que todas las protein fosfatasas que atenuaron la inhibicién del
crecimiento ocasionada por Bck1CT disminuyeron notablemente los niveles de expresion de
MLP1 en condiciones de activaciéon de la ruta de integridad celular (Figura 54). Entre ellas se
encuentran reguladores negativos conocidos de SIt2 como Msg5, Sdp1 y Ptp2. También lo
hicieron las serin-treonin fosfatasas Ptc1, Ptc2 y Ptc4; la tirosin fosfatasa Ptp1; la subunidad
reguladora de la calcineurina (Cnb1) y las fosfatasas duales atipicas Oca2 y Oca6. Todas estas
protein fosfatasas son, por tanto, potenciales candidatos que podrian desempefiar alguna
funcion sobre el médulo de MAPKs de la ruta CWI.
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Figura 54. Cuantificacion del efecto de la sobreexpresion de protein fosfatasas sobre la expresion
del gen MLP1 en presencia de rojo Congo.

Citometria de flujo de la cepa BY4741 cotransformada con el plasmido pRS315-pMLP1-GFP y los plasmidos
derivados del vector BG1805, que portan la secuencia codificante para cada una de las proteinas indicadas en el
gréfico. Los cotransformantes se cultivaron a 24°C en medio minimo selectivo carente de uracilo y leucina utilizando
galactosa a 2% como fuente de carbono durante 16 horas. A continuacion se incubaron con rojo Congo (30 pg/ml)
durante 4 horas en medio rico YPD. Se muestran los valores medios de emision de fluorescencia de tres
transformantes independientes como ratio, es decir, relativos a la cepa control transformada con el vector vacio (V)
a la que se asigna un valor de 1. La barra de error corresponde a la desviacion estandar. Uno, dos o tres asteriscos
representan que las diferencias obtenidas en relacién al control son estadisticamente significativas con un p-value
de p=<0.05, p<0.01y p<0.001 respectivamente.
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La sobreexpresion de Pph22, Rts3, Ppt1 y Ltp1, identificadas so6lo en el rastreo sobre Pkc1AA,
no redujo la expresion de MLP1 (Figura 54). De esta forma consideramos que estas protein
fosfatasas podrian estar actuando sobre otros posibles sustratos celulares de Pkc1 y no sobre el
modulo de MAPKs. A pesar de que no fueron aisladas en el rastreo realizado sobre Bck1CT, la
sobreexpresion de Mih1, Tep1 y Psr1 disminuyé de forma muy ligera pero significativa la
sefializacion de la ruta de integridad en presencia de rojo Congo. Por ello no podemos descartar
que actten sobre el modulo de MAPKSs, aunque este hecho parece poco probable. El caso de la
fosfatasa dual Yvh1 resulta paradéjico ya que su sobreexpresion claramente disminuy6 la

expresion de MLP1 aunque no atenud la inhibicidn del crecimiento provocada por Bek1CT.

3.2 Estudios realizados sobre los mutantes sencillos

carentes de protein fosfatasas

3.2.1 Identificacion de protein fosfatasas cuya eliminacién provoca una

activacion de la ruta de integridad celular

En principio, si los genes indentificados en los dos rastreos descritos anteriormente fueran
reguladores negativos seria esperable que su delecidn provocara una activacion de la ruta de
integridad celular. Para confirmar esta hipétesis se analizaron los niveles fosforilacion de Sit2 y
los de expresion de MLP1 (cuantificando la emision de fluorescencia de GFP por citometria de
flujo) tanto de la cepa silvestre BY4741 como de las mutantes isogénicas en ausencia y

presencia de rojo Congo.

En ausencia de estimulacion, la carencia de reguladores negativos conocidos de la ruta de
integridad celular (Msg5, Ptp2 y Ptc1) dié lugar a unos niveles de fosfo-SI2 y de expresion de
MLP1 significativamente superiores a los observados en la cepa silvestre (Figuras 55 y 56).
Ademas, los mutantes sdp14, pph22A, ptc2A, ptp1A, mih1A y tep1A presentaron un ligero
incremento en la sefializacion a través de la ruta CWI con respecto a la cepa silvestre como se
observa en los datos de expresion de MLP1'y, en algunos de ellos, también en la fosforilacién de
SIt2. En presencia de estimulacion, Unicamente los mutantes msgbA, ptp2A y ptc1A exhibieron
una elevada fosforilacion de SIt2 y, junto con el mutante sdp74, también presentaron un
incremento en la sefal emitida por GFP en dichas condiciones. Ademéas de los reguladores
negativos previamente conocidos, los mutantes ptp7A y tep7A también mostraron un aumento

significativo en la expresion de MLP1 en presencia de rojo Congo. El mutante yvh1A presentd un
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comportamiento paraddjico ya que, a pesar de que los niveles de expresién de MLP1 fueron
significativamente mas bajos que los de la cepa silvestre tanto en ausencia como en presencia

de rojo Congo, este mutante mostré una acumulacién de fosfo-SIt2 en ambas condiciones.

Z

Condiciones basales

*

Ratio de fluorescencia MLP1p-GFP

wt pph22 rts3 cnbl pptl ptcl ptc2 ptcd ptpl ptp2 mihl Itpl oca2 ocabé msg5sdpl yvhl tepl psrl

oY)
N

Rojo Congo

Ratio de fluorescencia MLP1p-GFP

wt pph22 rts3 cnbl pptl ptcl ptc2 ptcd ptpl ptp2 mihl Itpl oca2 ocaé msg5sdpl yvhl tepl psrl

Figura 55. Cuantificacion del efecto de la ausencia de distintas fosfatasas sobre la expresion del
gen MLP1 en condiciones basales y de estimulacion con rojo Congo.

Citometria de flujo de la cepa silvestre BY4741 (wt) y los distintos mutantes isogénicos transformados con el
plasmido pRS315-pMLP1-GFP. Se cultivaron a 24°C en medio minimo selectivo carente de leucina durante toda la
noche. Se recogieron muestras a tiempo cero (A) y tras 4 horas de incubacion con rojo Congo (30 pg/ml) en medio
rico YPD (B). Se muestran los valores medios de emision de fluorescencia de tres transformantes independientes
como ratio, es decir, relativos a la cepa silvestre BY4741 a la que se asigna un valor de 1. La barra de error
corresponde a la desviacién estandar. Uno, dos o tres asteriscos representan que las diferencias obtenidas en
relacién al control son estadisticamente significativas con un valor p (p-value) de p<0.05, p<0.01 y p=<0.001
respectivamente.
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silvestre.

3.3 La tirosin fosfatasa Ptp1 interacciona con la MAPK SlIt2

Tras estudiar los resultados obtenidos en la busqueda de nuevos reguladores negativos de la
ruta de integridad celular, parece que la tirosin fosfatasa Ptp1 es uno de los candidatos que
podria estar desfosforilando algin componente del médulo de quinasas. Teniendo en cuenta que
hemos demostrado en este trabajo que Ptp1 interacciona con Fus3 y que, entre los componentes
del modulo de quinasas solo la fosforilacidn en tirosina es necesaria para la activacion de la

MAPK, quisimos comprobar si Ptp1 era capaz de interaccionar también con SIt2.

Para ello se llevaron a cabo dos experimentos de copurificacién in vivo (Figura 57A y 57B) con
las proteinas etiquetadas de diferente manera y otro in vitro en el que se expresaron las
proteinas individualmente en levadura y posteriormente se mezclaron los extractos proteicos
(Figura 57C). En todos ellos se observo que Ptp1 y SIt2 interaccionan: Ptp1-Gfp se une a Gst-
SlIt2 (Figura 57A), Ptp1-Gst copurifica con Slt2-HA (Figura 57B) y Ptp1-ProteinaA se une a Gst-
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SIt2 (Figura 57C). Estos datos sugieren que esta tirosin fosfatasa podria regular la ruta de

integridad celular desfosforilando a la MAPK SIt2.

A) Extractos Copurificacion B) Extractos Copurificacion
Sit2 Gst Slt2 Gst Ptp1 Gst Ptp1 Gst
Pp1-Gip | enmm g — — e p— L Sit2-HA
Gst-Sity |- — —_— -— L Gst-Ptp1
- — - — Gst

C) Copurificacion
Ptp1 Extractos
Gst Sit2 Gst Sli2 Ptp1
Gst-Slt2 — _———
Ptp1-Proteina A - - .. J
Gst — <P —

Figura 57. Ensayos de copurificacion de Slt2 con Ptp1.

Western-blotting de los extractos proteicos y de las proteinas retenidas en los ensayos de copurificacion. (A) La
cepa YPH499 se cotransformé con el plasmido YCpIG-PTP1-GFP y los plasmidos pEG(KG) o pEG(KG)-SLT2 que
expresan Ptp1-GFP, Gst y Gst-Slt2. (B) La cepa YPH499 se cotransformé con el plasmido YEp351-SLT2-HA y los
plasmidos pEG(KG) o pEGH-PTP1 que expresan Slt2-HA, Gst y Gst-Ptp1. (C) La cepa YPH499 se transformé con
el plasmido BG1805-PTP1, pEG(KG) o pEG(KG)-SLT2 que expresan Ptp1, Gst y Gst-Slt2. Se cultivaron con
rafinosa al 1,5% y en fase exponencial de crecimiento se indujo la expresion de Ptp1-GFP, Gst-Sit2 (A), Gst-Ptp1
(B) o Ptp1 y Gst-Slt2 (C) mediante la adicion al medio de galactosa al 2% durante 6 horas. Los extractos proteicos
se incubaron con una matriz de glutation. Se utilizaron anticuerpos anti-Gfp y anti-Gst.
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34 La fosfatasa dual Yvh1 es importante para el

mantenimiento de la integridad celular

3.4.1 La ausencia de actividad catalitica de Yvh1 no es la causa de los

fenotipos del mutante yvh1A asociados a un dafio en la pared celular

La sobreexpresion de la protein fosfatasa Yvh1 atenud el efecto inhibitorio en el crecimiento
provocado por el alelo hiperactivo de Pkc1 (Pkc1AA4) y disminuy6 notablemente la expresion del
gen MLP1 en presencia de rojo Congo. Por esta razén pensamos que Yvh1 podria estar
regulando la ruta de integridad celular. Sin embargo, se observd un comportamiento paradéjico
en el mutante yvh1A ya que, a pesar de mostrar una acumulacion de fosfo-Slt2, los niveles de
expresion de MLP1 fueron significativamente menores que los de la cepa silvestre tanto en

ausencia como en presencia de rojo Congo.

Se ha descrito que la fosfatasa dual Yvh1 participa en la maduracién del ribosoma. Esta proteina
es reclutada a las particulas preribosomales pre-60S, lo que facilita la liberacién del factor Mrt4,
necesario para la maduracién ribosomal (Lo et al., 2009). Mientras que el dominio rico en
cisteinas que coordina el catién de Zinc (Zn finger domain) situado en el extremo carboxiterminal
de Yvh1 (Liu y Chang 2009) es necesario para un adecuada salida del nucleo y ensamblaje de

las particulas pre-60S, la actividad fosfatasa es totalmente dispensable (Kemmler et al., 2009).

En primer lugar quisimos conocer si la falta de actividad fosfatasa era la causa de que el mutante
yvh1A presentara altos niveles de fosforilacion de Slt2. Se expresaron en dicho mutante y desde
su propio promotor tanto la version silvestre de Yvh1 como la version que porta una mutacién en
la cisteina catalitica (Yvh1C117A), En la figura 58 se observa que ambas versiones reducen los
niveles de fosforilacion de Slt2 del mutante yvh1A por lo que la actividad catalitica de Yvh1 no es

importante en el mantenimiento de los niveles basales de fosfo-SIt2.

Los mutantes de delecion en elementos de la ruta de integridad celular presentan fenotipos de
sensibilidad a agentes que interfieren con la construccion de la pared celular debido a una
defectuosa transduccion de la sefial. Si el mutante yvh1A presenta unos niveles de expresion de
MLP1 por debajo de los de la cepa silvestre podria mostrar cierta sensibilidad a dichos
compuestos por presentar una débil e insuficiente respuesta adaptativa. En la figura 59 se
muestra que las células que carecen de Yvh1 son sensibles a rojo Congo. Ademas, se comprobo
que la version cataliticamente inactiva de Yvh1 (Yvh1C117A) complementa, al igual que lo hace la

version silvestre, la sensibilidad del mutante yvh1A a rojo Congo y que el dominio C-terminal no
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catalitico de Yvh1 (Yvh1223-364) es suficiente para mantener una adecuada respuesta frente a

este estimulo.

yvhlA Figura 58. Efecto de la ausencia de la actividad fosfatasa
de Yvh1 en los niveles de fosforilacion de Sit2.

s
5 oA ‘\»\0\ La cepa mutante isogénica de la BY4741 Y05961 (yvh1h) se
N2 O NN transformé con el vector vacio pRS316, pRS316-YVH1 (que
expresa la version silvestre de Yvh1) o pRS316-YVH1C7A (que
expresa la versién cataliiticamente inactiva de Yvh1). Los
transformantes se cultivaron a 24°C en medio minimo selectivo

- durante toda la noche y se refrescaron en medio rico YPD. Los
GOPDH e c——— extractos proteicos se analizaron mediante western-blotting con
anticuerpos anti-P-p44/42 para valorar los niveles de fosfo-SIt2 y

anti-G6PDH como control de carga.

P-SIt2 —| s s &= -

YPD RC 100pg/ml

Vector

Yvh1

Yvh1C117A . . .
Yvh1223-364 . .

yvh1lA

Figura 59. Analisis fenotipico de la sensibilidad a rojo Congo de células carentes de Yvh1 o que
expresan Yvh1, YVh1C117A g Yyh1223-364,

Ensayo fenotipico por crecimiento en gota de la cepa mutante isogénica de la BY4741 Y05961 (yvh1A) se
transformd con el vector vacio pRS316, pRS316-YVH1 (que expresa la version silvestre de Yvh1), pRS316-
YVH1¢117A 0 pRS315-YVH1223-364, Se realizaron diluciones seriadas decimales de estos transformantes en placas de
YPD (control) y en presencia de rojo Congo (RC) (100 ug/ml) como se indica en la figura. Las placas se incubaron a
30°C durante 48 horas.

3.4.2 El factor de ensamblaje ribosomal Mrt4 participa en el mantenimiento de

la integridad celular

El hecho de que el dominio en dedos de Zn (Zn finger domain) de la regién carboxiterminal de
Yvh1 pueda estar jugando un papel en el mantenimiento de la integridad celular sugiere que la
actividad de Yvh1 sobre la maduracion ribosomal podria estar involucrada en esta funcion. Para
comprobar esta hipotesis se analizaron fenotipos relacionados con la ruta de integridad celular

en un mutante carente del factor de ensamblaje ribosomal Mrt4.
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Los resultados reflejados en las figuras 60 y 61 indican que el mutante mrt44, al igual que la
cepa yvh1A, presenta mayor nivel de fosfo-SIt2 y menor nivel de expresién de MLPT con
respecto a la cepa silvestre; siendo también méas sensible a rojo Congo. Este hecho sugiere que
la delecidén de YVHT o MRT4 podria afectar a la traduccién de RNAm especificos implicados en

la respuesta frente a un dafio en pared.

Il wt

B) B mrt4A

A)
Rojo Congo
wt  mrt4A

G6PDH — ™

05 -

Ratio de fluorescencia MLP1p-GFP

Rojo Congo

Figura 60. Efecto de la delecion de MRT4 sobre los niveles fosforilacion de Slt2 y de expresion del
gen MLP1.

(A) La cepa silvestre BY4741 (wt) y la mutante isogénica Y06015 (mrt4A) se cultivaron en medio rico YPD y cuando
alcanzaron la fase exponencial se afadid rojo Congo (30ug/ml) durante 4 horas. Los extractos proteicos se
analizaron mediante western-blotting con anticuerpos anti-P-p44/42 para valorar los niveles de fosfo-Slt2 y anti-
G6PDH como control de carga. (B) Las cepas utilizadas en A se transformaron con el plasmido pRS315-pMLP1-
GFP. Los transformantes se cultivaron a 24°C en medio minimo selectivo durante toda la noche, se refrescaron en
medio rico YPD y cuando alcanzaron la fase exponencial se afiadio rojo Congo (30ug/ml) durante 4 horas. Se
muestran los valores medios de emision de fluorescencia de tres transformantes independientes como ratio, es
decir, relativos a la cepa silvestre BY4741 a la que se asigna un valor de 1. La barra de error corresponde a la
desviacion estandar. Tres asteriscos representan que las diferencias obtenidas en relacion al control son
estadisticamente significativas con un p-value de p<0.001.

RC 100ug/mli

Figura 61. Analisis fenotipico de la sensibilidad a rojo Congo y de los mutantes yvh1A y mrt4A.

Ensayo fenotipico por crecimiento en gota de la cepa silvestre BY4741 (wt) y las mutantes isogénicas Y05961
(yvh1A) y Y06015 (mrt4d). Se realizaron diluciones seriadas decimales de estas cepas en placas de YPD (control) y
en presencia de rojo Congo (RC) (100 pg/ml). Las placas se incubaron a 30°C durante 48 horas.
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3.4.3 La sobreexpresion de la version cataliticamente inactiva Yvh1C!17A

reduce los niveles de expresion de MLP1 en respuesta a rojo Congo

La actividad catalitica de Yvh1 no esta implicada en los fenotipos que hemos observado hasta el

momento y parece que también es dispensable para el resto de sus funciones descritas (Beeser

y Cooper, 2000;Kemmler et al., 2009). En la figura 62 se muestra que la sobreexpresién de la

version Yvh1C17A que carece de actividad fosfatasa, reduce los niveles de expresion de MLP1

en respuesta a rojo Congo al igual que lo hace la version silvestre. Estos datos sugieren que la

sobreexpresion de Yvh1 no da lugar a ningln evento de desfosforilacién sobre la cascada de

MAPKs sino que es el aumento en la cantidad de Yvh1 lo que provoca alteraciones en el proceso

de traduccién dando lugar a la atenuacion del efecto inhibitorio sobre el crecimiento de la

sobreexpresion de Pkc1A* o a la disminucion en los niveles de expresion de MLP1.

Ratio de fluorescencia Mip1p-GFP

0,5 -

Vector

Rojo Congo

Yvh1 Yvh1c117A

Sobreexpresion

Figura 62. Efecto de la sobreexpresion de Yvh1 y
Yvh1¢117A sobre los niveles de expresion de MLP1 en
presencia de rojo Congo.

La cepa silvestre BY4741 se cotransformé con el plasmido
pRS315-MLP1pGFP y con el vector BG1805 o los plasmidos
BG1805-YVHT o BG1805-YVH1C!7A, Los transformantes se
cultivaron a 24°C en medio SG durante toda la noche y se
refrescaron en medio YPD con rojo Congo (30ug/ml) durante
4 horas. Se muestran los valores medios de emision de
fluorescencia de tres transformantes independientes como
ratio, es decir, relativos a la cepa silvestre a la que se asigna
un valor de 1. La barra de error corresponde a la desviacion
estandar. Tres asteriscos representan que las diferencias
obtenidas en relacion al control son estadisticamente
significativas con un p-value de p<0.001.
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4. ESTUDIO DE LA REGULACION NEGATIVA DE Ptc1
SOBRE LA RUTA DE INTEGRIDAD CELULAR

Los datos obtenidos en la busqueda de nuevos reguladores negativos de la ruta de integriad
celular (apartado 3 de resultados) sugieren que la serin-treonin fosfatasa Ptc1 podria actuar
desfosforilando algin componente del médulo de MAPKs ya que en sobreexpresion atenua la
inhibicién del crecimiento provocada por la sobreexpresion de Pkc1AAA y Bck1CT, Como se ha
comentado en la introduccion, se ha relacionado previamente a esta protein fosfatasa con la ruta
de integridad celular. Asi, los mutantes ptc1A son sensibles a agentes que alteran la pared
celular (caspofungina, blanco de calcofltor, pH alcalino) (Ram et al., 1994;Markovich et al.,
2004;Serrano et al., 2006) y presentan elevados niveles de fosfo-SIt2 y de expresién del gen
MLP1 (Gonzalez et al., 2006). Ademas, la proteina adaptadora Nbp2 interacciona con Bcki1
(Palacios, 2010;Hruby et al., 2011;Stanger et al., 2012). Sin embargo, el componente de la ruta
de integridad celular sobre el que actia Ptc1 todavia se desconoce.

4.1 Busqueda de la diana de Ptc1 en la ruta de integridad

celular mediante el uso de alelos hiperactivos

Con el fin de buscar la diana de Ptc1, se realizaron una serie de ensayos epistaticos empleando
alelos hiperactivos que inducen la activacién de la ruta de integridad celular desde diferentes
niveles. Todos estos experimentos se basaron en el analisis de la fosforilacion de SIt2 en
condiciones de sobreexpresion de PTC1 bajo el control del promotor GAL1. A pesar de que Ptc1
realiza sus funciones a través de la proteina adaptadora Nbp2 (Uetz et al., 2000) y que la
delecion de NBP2 ocasiona defectos propios de un mutante ptc1A (Du et al., 2006), parece que
cuando Ptc1 se sobreexpresa no es necesaria la presencia de Nbp2 para que esta fosfatasa
actue como regulador negativo de la ruta de integridad celular. Asi lo hemos constatado en los
rastreos previos del apartado 3 de resultados. De hecho, la sobreexpresiéon de Ptc1 en un
mutante nbp2A continta reduciendo los niveles de fosfo-Slt2 (Figura 63). De esta forma se
comprob6 que la proteina Nbp2 es dispensable para que en sobreexpresion Ptc1 realice su
funcidn sobre la ruta de integridad celular. Este resultado da validez a los experimentos
realizados a continuacion de busqueda del sustrato de Ptc1 mediante su sobreexpresion en

células que carecen de Bck1 o de su dominio de interaccion con Nbp2.
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nbp2A
A
& %,?"G Figura 63. Efecto de la sobreexpresion de Ptc1 sobre los niveles
S de fosforilacion de Slt2 en un mutante nbp2A.

P-Sit2 -[ — e La cepa mutante isogénica de la BY4741 Y03520 (nbp2A) se transformé con
G6PDH —EI el vector vacio pEG-(KG) o con el plasmido pEG-(KG)-PTC1 como se indica
Gst-Ptc1—f en la figura. Los transformantes se cultivaron a 24°C en medio minimo

selectivo utilizando rafinosa al 1,5% como fuente de carbono. En fase

exponencial de crecimiento se indujo la expresion de Gst-Ptc1 mediante la

adicion al medio de galactosa al 2% durante 6 horas. Los extractos proteicos

de dichas células se analizaron mediante western-blotting con anticuerpos

anti-P-p44/42 para valorar los niveles de fosfo-SIt2, anti-GST para detectar
Gst —| la presencia de Ptc1 y anti-G6PDH como control de carga.

4.1.1 La sobreexpresion de Ptc1 reduce la senalizacion provocada por Bck1¢T
y Bck1-20 en los mutantes pkcl1A y bck1A

Con el fin de activar artificialmente el modulo de MAPKs en ausencia de cualquier elemento
superior a €l realizamos el siguiente ensayo sobre un mutante pkc1A. Como hemos comentado
anteriormente estos mutantes son viables aunque requieren de la adicion de sorbitol al medio de
cultivo (de Nobel et al., 2000). En estas células se sobreexpresd Bck1CT (Bck11172-1478) bajo el
control del promotor GAL1. Esta versién truncada de Bck1, empleada previamente en el rastreo,
carece de los aminoacidos que interaccionan con Nbp2 (Stanger et al., 2012) y de los residuos
conocidos sobre los que Pkc1 fosforila y activa a Bck1 (Ser®3, Thr!119y Ser'134) (Lee y Levin,
1992). Por otro lado, se utilizd también el alelo hiperactivo Bck1-20, un alelo mutante que

mimetiza la forma activa de Bck1 (Lee y Levin, 1992).

Los resultados muestran que la expresion de Gst-Ptc1 inducida por galactosa redujo los niveles
de fosforilacién de SIt2 tras la sobreexpresion de Bck1CT tanto en una cepa silvestre como en el
mutante pkc1A (Figura 64A). Ademas, la expresion de Gst-Ptc1 con su propio promotor desde un
plasmido episémico también disminuy6 la cantidad de fosfo-SIt2 provocada por la expresion del
alelo Bck1-20 en células silvestres y carentes de Pkc1 (Figura 64B). Estos datos indican
claramente que Ptc1 no actua sobre Pkc1 y sugieren que Bck1 tampoco es su diana ya que la
version Bck1CT se compone unicamente del dominio quinasa y no contiene la region fosforilada
por Pkc1 para activar esta MAPKKK. Ademas, cuando se sobreexpresa Bck1CT en un mutante
beck1A la sobreexpresion de Ptc1 reduce la fosforilacion de Slt2 de la misma manera que en el

mutante pkc1A (Figura 65).
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Bek1eT Figura 64. Efecto de la sobreexpresion de
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isogénica MML344 (pkc1A) se cotransformaron
con los vectores vacios pEG-(KG) y pYES3 o con
los plasmidos pEG(KG)-PTC1 o pYES3-BCK1CT.
En fase exponencial de crecimiento se indujo la
expresion de Gst-Ptc1 y Bck1CT mediante la
adicion al medio de galactosa al 2% durante 6
horas. (B) La cepa silvestre BY4741 y la mutante
isogénica pkc1A se cotransformaron con los
vectores vacios pRS316 y YEplac181 o con los

plasmidos pRS316-BCK1-20 o YEplac181-PTC1.
Todos los transformantes se cultivaron a 24°C en

B) Silvestre pkclA T : . ,
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Figura 65. Efecto de la sobreexpresion de Ptc1 sobre los
niveles de fosforilacion de Sit2 en un mutante bck1A que
sobreexpresa Bck1°T,

La cepa mutante isogénica de la BY4741 Y01328 (bck1A) se
cotransformé con los vectores vacios pEG-(KG) y YCpIG o con los
plasmidos pEG-(KG)-PTC1 o YCplG-BCK1CT como se indica en la
figura. Los transformantes se cultivaron a 24°C en medio minimo
selectivo utilizando rafinosa al 1,5% como fuente de carbono. En
fase exponencial de crecimiento se indujo la expresion de Gst-Ptc1
y Bck1CT mediante la adicion al medio de galactosa al 2% durante
6 horas. Los extractos proteicos de dichas células se analizaron
mediante western-blotting con anticuerpos anti-P-p44/42 para
valorar los niveles de fosfo-Slt2, anti-GST para detectar la
presencia de Ptc1 y anti-G6PDH como control de carga.

4.1.2 La sobreexpresion de Ptc1 no reduce la seializacion provocada por

Mkk1S386P en un mutante bck1A

El andlisis de los anteriores ensayos nos llevé a pensar que o bien Mkk1 y Mkk2 o bien SlIt2

podrian ser el sustrato de Ptc1 en la ruta de integridad celular. Con el fin de discernir entre
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MAPKKs y MAPK se llevo a cabo un experimento en el que se sobreexpresd un alelo hiperactivo
de Mkk1 (Mkk1S38P) en un mutante bck7A. La mutacion de una serina a prolina en la posicion
386 de Mkk1 ocasiona la activacion de la ruta CWI de forma constitutiva incluso en ausencia de
elementos localizados por encima de la MAPKK (Watanabe et al., 1995). Empleamos un mutante
bck1A para eliminar la conexién de Mkk1 y Mkk2 silvestres con elementos superiores de la ruta
de integridad y asi conseguir que toda la fosforilacion de SIt2 observada sea Unicamente

consecuencia de la sobreexpresion de Mkk1S386P,

bck1A

A) B)
Gst Gst-Mkk1S386P Silvestre
- - Ptct Vector  Bck1Ct
P-SIt2 o | e s ]  pref
Ptc1-Gfp — e | P-SIt2 — P —
G6PDH = Pptc1-Gfp -
Gst-Mkk15386P — —_— G6PDH 0 —= —= |
Gst —| e |

Figura 66. Efecto de la sobreexpresion de Ptc1 sobre los niveles de fosforilacion de Slt2 en un
mutante bcklA o una cepa silvestre que expresan el alelo hiperactivo Mkk1536" o Bck1°T,
respectivamente.

(A) La cepa mutante isogénica de la BY4741 Y01328 (bck1A) se cotransformo con los vectores vacios pEG-(KG) y
YCplG-GFP o con los plasmidos pEG-(KG)-MKK1S38F o YcplG-PTC1-GFP. (B) La cepa silvestre YPH499 se
cotransformé con los vectores vacios YCplG-GFP y pYES3 o con los plasmidos YcplG-PTC1-GFP o pYES3-
BCK1¢T, Los transformantes se cultivaron a 24°C en medio minimo selectivo utilizando rafinosa al 1,5% como fuente
de carbono. En fase exponencial de crecimiento se indujo la expresion de Gst-Mkk1S%6P, Ptc1-Gfp o Bck1CT
mediante la adicién al medio de galactosa al 2% durante 6 horas. Los extractos proteicos se analizaron mediante
western-blotting con anticuerpos anti-P-p44/42 para valorar los niveles de fosfo-SIt2, anti-Gst para detectar la
presencia de Mkk15%86P anti-GFP para detectar la presencia de Ptc1 y anti-G6PDH como control de carga.

Los elevados niveles de fosfo-SIt2 ocasionados por la expresion del alelo hiperactivo de Mkk1 no
disminuyeron en presencia de Ptc1-Gfp (Figura 66A). Al utilizar una proteina de fusién de Ptc1
diferente a la utilizada en ensayos anteriores, de forma parelela se comprobé la funcionalidad de
esta construccion Ptc1-Gfp evaluando su capacidad para reducir la sefalizacién provocada por
la sobreexpresion de Bck1CT (Figura 66B). EI hecho de que Ptc1-Gfp sea capaz de disminuir los
niveles de fosforilacion de Slt2 cuando se sobreexpresa Bck1CT pero que no lo haga cuando se
sobreexpresa Mkk1S386P en un mutante bck7A indica que la fosfatasa Ptc1 no es capaz de
desfosforilar a la MAPK Sit2.
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41.3 La sobreexpresion de Ptc1 reduce la sefalizacion de la ruta de

integridad celular tanto en un mutante mkk1A como en un mutante mkk2A

Los resultados obtenidos en los experimentos anteriores sugieren que Pkc1, la MAPKKK Bck1 y
la MAPK Slt2 no son los sustratos de Ptc1 en la ruta de integridad celular por lo que esta

fosfatasa debe estar actuando sobre la MAPKKs Mkk1, Mkk2 o sobre ambas.

Para comprobarlo, decidimos analizar la fosforilacion de Slt2 en condiciones de sobreexpresion
de Ptc1 en los mutantes sencillos mkk1A 'y mkk2A. Los resultados muestran que la fosforilacién
de Slt2 disminuyd tanto en un mutante mkk1A como en un mutante mkk2A cuando se
sobreexpresd Ptc1 tras activacion de la ruta CWI mediante la expresion del alelo hiperactivo
Pkc1AAA (Figura 67A), el alelo hiperactivo Bck1-20 (Figura 67B) o con una exposicion a alta

temperatura (Figura 67C). Estos datos sugieren que Ptc1 desfosforila tanto Mkk1 como Mkk2.

En estos experimentos también se observa que los mutantes mkk1A presentaron menor nivel de
fosfo-Slt2 que los mutantes mkk2A en las diferentes cepas ensayadas y tras estimular la
cascada de sefializacién a través de mecanismos distintos (Figura 67). Estos datos parecen
indicar que Mkk1 y Mkk2 podrian tener una contribucion diferente a la transmision de la sefial
hacia SIt2. Para comprobar este hecho se realizaron experimentos complementarios en los que
comparamos la fosforilacion de Slt2 de los mutantes sencillos mkk1A y mkk2A en respuesta a
agentes que provocan un dafio en pared como el rojo Congo y la zimoliasa (8-1,3-glucanasa). El
revelado del western-blotting con anticuerpos anti-P-p44/42 volvié a mostrar un comportamiento
diferente de los mutantes mkk1A y mkk2A. Mientras que los niveles de fosfo-Slt2 del mutante
mkk2A tras recibir ambos estimulos fueron elevados y similares a los de la cepa silvestre, se
observé un bajo nivel de MAPK fosforilada en el mutante mkk1A en estas mismas condiciones
(Figura 68).

La fosforilacion de SIt2 en los mutantes mkk1A y mkk2A se correlaciona con los niveles de
expresion del gen MLP1 como se muestra en la figura 69. A diferencia de Mkk2, la ausencia de
Mkk1 conduce a una disminucion en la expresion de MLP1 con respecto a la cepa silvestre, lo
que indica una menor transmision de la sefial. Estos datos sugieren que Mkk1y Mkk2 presentan

diferencias en cuanto a la funcion que ejercen en la ruta de integridad celular.
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Figura 67. Efecto de la sobreexpresion de Ptc1 sobre los niveles de fosforilacion de Sit2 en una
cepa silvestre y en los mutantes mkk1A y mkk2A.

(A) La cepa silvestre YPH499 y las mutantes isogénicas YMJ1 (mkk1A) y YMJ2 (mkk2A) se cotransformaron con los
vectores vacios pEG-(KG) y YEplac112 o con los plasmidos pEG(KG)-PTC1 o YEplac112-PKC1444, (B) La cepa
silvestre YPH499 y las mutantes isogénicas YMJ1 (mkk1A) y YMJ2 (mkk2A) se cotransformaron con los vectores
vacios pRS316 y pYES3-GFP o con los plasmidos pRS316-BCK1-20 o pYES3-GFP-PTC1. (C) La cepa silvestre
BY4741 y las mutantes isogénicas Y02487 (mkk1A) y Y02112 (mkk2A) se transformaron con el vector vacio pEG-
(KG) o con el plasmido pEG(KG)-PTC1. Los transformantes se cultivaron a 24°C en medio minimo selectivo
utilizando rafinosa al 1,5% como fuente de carbono. En fase exponencial de crecimiento se indujo la expresion de
las distintas proteinas mediante la adicion al medio de galactosa al 2% durante 6 horas. Los cultivos se sometieron a
una temperatura de 39°C durante una hora en C. Los extractos proteicos de dichas células se analizaron mediante
western-blotting con anticuerpos anti-P-p44/42 para valorar los niveles de fosfo-SIt2, anti-Gfp o anti-Gst para
detectar la presencia de Ptc1 y anti-G6PDH como control de carga.
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Figura 68. Efecto de la ausencia de Mkk1 o Mkk2 sobre los niveles de fosforilacion de Sit2 en
condiciones basales y de activacion de la ruta de integridad celular.

La cepa silvestre BY4741 (wt) y las mutantes isogénicas Y02487 (mkk1A) y Y02112 (mkk2A) se cultivaron a 24°C
en medio rico YPD y cuando alcanzaron la fase exponencial se afiadi6 rojo Congo (30ug/ml) o zimoliasa 100T
(0,8U/ml) durante 3 horas. Los extractos proteicos de dichas células se analizaron mediante western-blotting con
anticuerpos anti-P-p44/42 y anti-P-p38 para valorar los niveles de fosfo-SIt2 y anti-G6PDH como control de carga.

Figura 69. Cuantificacion del efecto de la
ausencia de Mkk1 o Mkk2 sobre los niveles de
= - expresion del gen MLP1.
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Actividad B-galactosidasa

4.2 Anadlisis de la interaccion genética entre Ptc1 y Mkk1

4.2.1 La delecién de MKK1 en un mutante ptc1A bloquea la hiperactivacién de

la ruta de integridad celular

Sabiendo que la delecién de PTC1 conduce a una hiperactivacién de la ruta de integridad celular
(Gonzalez et al., 2006) nos preguntamos cual era la funciéon de Mkk1 y Mkk2 en la transmision
de la sefial hacia SIt2 en un mutante ptc1A. Con este fin se analizo la fosforilacion de Slt2 en los
dobles mutantes mkk1Aptc1y mkk2Aptc1. En la figura 70 se aprecia que la elevada fosforilacion
de Slt2 tipica de un mutante sencillo ptc1A se reduce significativamente cuando se deleciona
ademas MKK1 tanto en condiciones basales como de estimulacion de la ruta CWI. Sin embargo,
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el doble mutante mkk2Aptc1 muestra una fosforilacion de SIt2 similar a la que exhibe un mutante

sencillo ptc1A.

La ausencia de Ptc1 da lugar a una hiperactivacién constitutiva de la ruta de alta osmolaridad ya
que Ptc1 desfosforila a Hog1 (Mapes y Ota 2004). Sin embargo, a pesar de que la cepa
mkk1Aptc1 presenta una disminucién en los niveles de fosfo-SlIt2, la delecion de MKK1 o MKK2

sobre un mutante ptc1A no alter6 los niveles de fosforilacion de Hog1.

- Rojo Congo 30ug/ml

mkk1A mkk2A mkk1A mkk2A
wt  mkk1A mkk2A ptclA ptcl ptcl wt mkk1A mkk2A ptclA ptcl ptcl
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Figura 70. Efecto de la ausencia de Ptc1 sobre los niveles de fosforilacion de las MAPKs Sit2 y
Hog1 en los mutantes mkk1A y mkk2A tanto en condiciones basales como de activacion de la ruta
de integridad celular.

La cepa silvestre BY4741 (wt) y las mutantes isogénicas mkk1A (Y02487), mkk2A (Y02112), ptc1A (Y03702),
mkk1Aptc1 (YPL14) y mkk2Aptc1 (YPL15) se cultivaron a 24°C en medio rico YPD y cuando alcanzaron la fase
exponencial se afiadio rojo Congo (30ug/ml) o zimoliasa 100T (0,8U/ml) durante 3 horas. Los extractos proteicos de
dichas células se analizaron mediante western-blotting con anticuerpos anti-P-p44/42 y anti-P-p38 para valorar los
niveles de fosfo-SIt2 y fosfo-Hog1 respectivamente y anti-G6PDH como control de carga.

De forma paralela estudiamos la induccion de la expresion del gen MLP1 tras un tratamiento con
rojo Congo en los dobles mutantes mkk1Aptc1 y mkk2Aptc1 mediante la cuantificacion de la
fluorescencia emitida por la proteina de fusién Mip1-GFP. Como era de esperar, la ausencia de
Mkk1 redujo significativamente los niveles de expresion de MLP1 que presenta un mutante ptc1A
tanto en ausencia como en presencia de estimulo (Figura 71). Estos datos son concordantes con
la fosforilacion de Slt2 observada anteriormente.
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Figura 71. Cuantificacion del efecto de la ausencia de Ptc1 sobre los niveles de expresion del gen
MLP1 en los mutantes mkk1A y mkk2A.

La cepa silvestre BY4741 (wt) y las mutantes isogénicas mkk1A (Y02487), mkk2A (Y02112), ptc1A (Y03702),
mkk1Aptc1 (YPL14) y mkk2Aptc? (YPL15) se transformaron con el plasmido YEp352-MLP1-GFP. Los
transformantes se cultivaron a 24°C en medio minimo selectivo durante toda la noche, se refrescaron en medio rico
YPD y cuando alcanzaron la fase exponencial se afiadié rojo Congo (30ug/ml) durante 3 horas. Los niveles de
expresion del gen MLP1 se determinaron mediante la cuantificacion de la emision de fluorescencia de GFP de
dichas células en un citémetro de flujo. Se representan los valores medios y la desviacion estandar del analisis de
tres transformantes independientes. Dos asteriscos representan que las diferencias obtenidas en relacion al control
son estadisticamente significativas con un p-value de p<0.01.

RC 25ug/ml ZL 150ug/mli

wt
ptclA
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Figura 72. Analisis de la sensibilidad a rojo Congo y zimoliasa de mutantes sencillos en
componentes de la ruta de integridad celular y dobles mutantes en combinacion con la delecion
de PTCL1.

Ensayo fenotipico por crecimiento en gota de una cepa silvestre BY4741 (wt) y de las cepas mutantes isogénicas
mkk1A (Y02487), mkk2A (Y02112), ptc1A (Y03702), mkk1Aptc1 (YPL14) y mkk2Aptc1 (YPL15). Se realizaron
diluciones seriadas decimales de estas cepas en placas de YPD (control), YPD suplementado con rojo Congo (RC)
(25 pg/ml) y zimoliasa 20T (ZL) (150 ug/ml) que se incubaron a 24°C durante 48 horas.

Se ha descrito que la hiperactivaciéon de la ruta de integridad produce letalidad para la célula
(Watanabe et al., 1995) y por esta razdn los mutantes ptc1A son sensibles a agentes que dafian
la pared celular (Markovich et al., 2004). Con el fin de comprobar si la delecién de MKK1 en un
mutante ptc1A era capaz de recuperar el crecimiento se llevd a cabo un ensayo fenotipico en

presencia de rojo Congo y zimoliasa. Mientras que la ausencia de Mkk1 hace que un mutante
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ptc1A recupere el crecimiento celular en estas condiciones, la falta Mkk2 no provoca ningln
cambio en cuanto a la sensibilidad de un mutante ptc1A sencillo (Figura 72). Este resultado,
junto con los mostrados previamente, sugiere que existe una interaccion genética positiva entre

PTC1y MKK1 en presencia de agentes que alteran la pared celular.

4.2.2 La actividad quinasa de Mkk1 es la responsable de mantener la elevada

fosforilacion de Sit2 en un mutante ptclA

Seguidamente nos interesd conocer si la falta de actividad catalitica de Mkk1 es la causa por la
que el doble mutante mkk1Aptc1 presenta menores niveles de fosforilacion de Slt2 en
comparacion con la cepa mkk2Aptc1. Con este objetivo se transformaron versiones silvestres y
cataliticamente inactivas (en las que el residuo conservado de lisina esta sustituido por una
arginina) de Mkk1 y Mkk2 fusionadas al epitopo myc sobre los dobles mutantes mkk1Aptc1 y
mkk2Qptc1, respectivamente, y se analizaron los niveles de fosfo-SIt2.

Los resultados de la figura 73 indican que la expresion de la version silvestre de Mkk1 sobre el
doble mutante mkk1Aptc1 restaura la elevada fosforilacion que presenta un muntante sencillo
ptc1A tanto en condiciones basales como de activacion de la ruta de integridad (rojo Congo). Sin
embargo, cuando se expresa la version cataliticamente inactiva de Mkk1 (Mkk1KR) en el doble
mutante mkk1Aptc1, los niveles de fosfo-SIt2 fueron similares a los del doble mutante y, por
tanto, considerablemente menores que los que exhibe el mutante sencillo ptc1A o el doble
mutante mkk2Aptc1. Esto no es debido a un problema de expresion de Mkk1XR ya que se
detectaron altos niveles de expresion de esta proteina, incluso mayores que los de la proteina
silvestre Mkk1 (Figura 73). Estos datos sugieren que la actividad quinasa de Mkk1 es necesaria
para que tenga lugar una completa transmisién de la sefial a través de la ruta de integridad

celular en un mutante ptc1A.
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Figura 73. Efecto de la expresiéon de Mkk1 y Mkk2 tanto silvestres como cataliticamente inactivos

sobre los niveles de fosforilacion de la MAPK SIt2 en los dobles mutantes mkklAptcl y
mkk2Aptcl.

El doble mutante mkk1Aptc1 (YPL14) se transformé con el vector vacio pRS416 o con los plasmidos pRS416-
MKK1myc o pRS416-MKK1£250Rmyc (Mkk1KR) mientras que la cepa mkk2Aptc1 (YPL15) se transformé con el vector
vacio pRS416 o con los plasmidos pRS416-MKK2myc o pRS416-MKK2k243Rmyc (Mkk2KR). Los transformantes se
cultivaron a 24°C en medio minimo selectivo durante toda la noche, se refrescaron en medio rico YPD y cuando
alcanzaron la fase exponencial se afiadio rojo Congo (30ug/ml) durante 3 horas. Los extractos proteicos de dichas
células se analizaron mediante western-blotting con anticuerpos anti-P-p44/42 para valorar los niveles de fosfo-St2,
anti-myc para detectar la presencia de Mkk1-myc, Mkk1¥R-myc, Mkk2-myc y Mkk2KR-myc y anti-G6PDH como
control de carga. Se puede observar como control de fosforilacion el mutante sencillo ptc1A (Y03702).
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Dada la importancia de las rutas de transduccion de sefiales mediadas por MAPKs en la
fisiologia celular, la magnitud y duracién de su activacion debe de estar perfectamente regulada.
El hecho de que la cascada se active mediante fosforilacion hace que las protein fosfatasas sean
elementos esenciales en la regulacion de dicha sefializacion. En general, la funcion que ejercen
las protein fosfatasas sobre estas rutas es, con diferencia, mucho mas desconocida que la que
desempefian las quinasas, debido principalmente a su naturaleza promiscua. Su redundancia
biolégica y amplia especificidad de sustrato han dificultado la identificacién de reguladores
negativos de rutas mediadas por MAPKs a través del empleo de rastreos fenotipicos
tradicionales. De hecho, mutantes sencillos o incluso dobles en genes que codifican protein
fosfatasas rara vez dan lugar a fenotipos evidentes a causa de dicha redundancia fisiologica
(Sakumoto et al., 2002;Virshup et al., 2009). El hecho de que diferentes fosfatasas puedan
regular una misma ruta y que una misma fosfatasa sea capaz de desfosforilar sustratos que
operan en distintas cascadas de sefializacion da idea de la complejidad de la maquinaria de
regulacion que controla la intensidad, amplitud y duracion de la respuesta.

En el transcurso de este trabajo hemos tratado de realizar un amplio estudio que abarca
diferentes aspectos y aporta nuevos e interesantes datos a la regulacion negativa de las rutas de
MAPKs en S. cerevisiae. Por una parte, hemos identificado posibles reguladores negativos de
las rutas de apareamiento e integridad celular a través de la realizacién de rastreos genéticos y
desarrollado experimentos de epistasis para establecer, dentro de la cascada de sefializacion, la
diana sobre la que actua alguno de ellos. Por otra parte, se ha llevado a cabo el estudio de los
determinantes moleculares implicados en la interaccion entre las fosfatasas de especificidad dual
que actuan en la ruta de integridad celular, Msg5 y Sdp1, y sus sustratos, la MAPK Sit2 y la
pseudoquinasa MIp1. Ademas, hemos analizado las modificaciones postraduccionales que

experimenta Msg5 en respuesta a la activacién de dicha ruta.

Determinantes moleculares implicados en la union de las

MKPs Msqg5 v Sdp1 a la MAPK Sit2 y la pseudoquinasa Mip1

Muchos estudios han demostrado que las MKPs actian como reguladores negativos de multiples
rutas mediadas por MAPKs (Martin et al., 2005). Para comprender la funcion de las MKPs en la
sefializacion de distintas rutas es necesario conocer como una misma fosfatasa puede actuar de
manera selectiva, en determinadas condiciones, frente a un sustrato y no frente a otros. Resulta

por tanto imprescindible conocer con detalle los mecanismos que dotan de especificidad a la
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union entre MKPs y MAPKs para comprender la trascendencia biologica de dicha regulacion. Por
eso, en este trabajo se ha profundizado en el estudio de los motivos implicados en la unién de
Msg5 y Sdp1 con Slt2 y Mip1.

El motivo IYT de Msg5 y Sdp1 en la regulacion negativa de la ruta de integridad

celular

A pesar de que el dominio catalitico de las MKPs reconoce los residuos fosforilados de la MAPK,
normalmente dicho reconocimiento es insuficiente para garantizar y dotar de especificidad a la
union entre la enzima y su sustrato. Se ha aceptado comunmente que la especificidad y
eficiencia de accion de las MKPs esta controlada por las interacciones mediadas por los
dominios docking (dominios D) (Patterson et al., 2009).

Sin embargo, resulta interesante destacar que no todas las MKPs de mamiferos se unen a las
MAPKs a través de dichos dominios D. Existen también motivos DEF, ricos en fenilalaninas
(FXFP), presentes en el extremo carboxiterminal de fosfatasas de ERK1/2 que median la
interaccidn entre ambas proteinas (Lin y Yang, 2006). En ocasiones, dominios D incompletos son
suficientes para desencadenar la union con los sustratos. De esta forma, se ha visto que la
MKP7 posee un dominio | (carente del submotivo LXL) que media la interaccion con ERK
mientras que el dominio Il, formado por el submotivo LXL pero sin los residuos basicos de
arginina, es necesario para la unién a JNK (Masuda et al., 2003). Se sabe ademas que el
dominio D de la fosfatasa MKP1 participa en la unién con ERK y p38, pero no con JNK a pesar
de que esta fosfatasa muestra capacidad de desfosforilacién de las tres MAPKs (Slack et al.,
2001). Algo parecido ocurre en el caso de MKP2, en la que los residuos basicos presentes en su
dominio D son esenciales para la unién a ERK y p38, y sin embargo, para interaccionar con JNK

emplea un mecanismo distinto que no involucra a este dominio D (Chen et al., 2001).

De forma similar, trabajos de nuestro grupo previos a la realizacion de esta tesis doctoral
mostraron que el dominio D de Msg5 no esta involucrado en la unidn con Slt2, mientras que es
imprescindible para su interaccion con Kss1 y Fus3 (Palacios et al., 2011). Ademas, la MKP
Sdp1, que también regula negativamente a SIt2, carece de un dominio D en su extremo
aminoterminal. Estos datos indicaban que un mecanismo alternativo a la interaccion candnica

entre MKPs y MAPKSs deberia estar participando en la regulacién de Msg5 y Sdp1 sobre Slt2.

En este trabajo hemos demostrado mediante estudios de union entre proteinas basados en el

sistema de dos hibridos y en técnicas de copurificacion in vivo e in vitro que el motivo IYT de
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Msg5 y Sdp1 es indispensable para su union con la MAPK Sit2 y con la pseudoquinasa Mip1.
Este motivo se localiza, al igual que el motivo D, en el extremo aminoterminal de ambas
enzimas. Este hecho refuerza la importancia del dominio regulatorio N-terminal caracteristico de
las MKPs, independientemente de los residuos que participan en la unidén a los sustratos.
Mientras que el motivo D de Msg5 se compone de dos submotivos (residuos basicos seguidos
de un agrupamiento formado por residuos hidrofébicos) (Bardwell y Shah, 2006), el motivo IYT
es mucho més sencillo ya que consta Unicamente de estos tres aminoacidos. A pesar de que
hace unos afios se resolvié la estructura de Sdp1 (Fox et al., 2007), los ensayos se realizaron
sobre una version truncada que carece de los primeros 16 aminoacidos del extremo
aminoterminal, donde se localiza el motivo IYT de esta fosfatasa. Como consecuencia, no

podemos predecir las bases estructurales de la unién mediada por dicho motivo en Sdp1.

El motivo IYT esta presente en ortdlogos funcionales flngicos de Msg5 y Sdp1. Aunque la
mayoria de ellos pertenecen a géneros cercanos a Saccharomyces, estos tres residuos estan
también conservados en MKPs de organismos filogenéticamente mas distantes, como es el caso
de la fosfatasa Pmp1 de la levadura de fisién S. pombe. La enzima Pmp1 es la unica fosfatasa
de especificidad dual que regula negativamente a la MAPK Pmk1 (Sugiura et al., 1998;Madrid et
al., 2007). Su extremo N-terminal regulatorio carece de dominios D; quiza por esta razon esta

MKP regula exclusivamente la ruta de integridad celular de este microorganismo.

Con el fin de conocer la relevancia del motivo IYT de Pmp1 en su unién a Pmk1 se desarroll6
una colaboracién con en el laboratorio del doctor José Cansado en la Universidad de Murcia, que
permiti6 comprobar que este motivo es también clave en la interaccidn entre estas dos proteinas
de S. pombe (Sacristan-Reviriego et al., 2014). Este hecho sugiere que el motivo IYT forma parte
de un nuevo mecanismo de interacciéon conservado, surgido en MKPs ancestrales, y que
probablemente ha perdurado a lo largo de la evolucidén por una causa especifica, que podria

estar relacionada con la regulacién de las MAPKSs de la ruta de integridad celular en levaduras.

El alineamiento de las secuencias de los ortdlogos funcionales de Msg5 y Sdp1 en otras
especies fungicas reveld que el motivo IYT suele estar precedido de un agrupamiento de
residuos acidos (asparticos o glutdmicos) seguidos de aminoacidos basicos (argininas). Sin
embargo, Sdp1 carece de dichos residuos conservados ya que el motivo IYT se localiza justo al
comienzo de la secuencia proteica. Ademas, trabajos previos realizados en nuestro laboratorio
determinaron que los residuos basicos en posiciones R% y R% de Msg5 son dispensables en la
union a Slt2 (Palacios et al., 2011). Estos datos apoyan la idea de que el motivo IYT de las MKPs

no precisa de ningun residuo adyacente para interaccionar con la MAPK.
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Aunque no podemos descartar que otros residuos lejanos al motivo IYT pudieran participar, la
ausencia de interaccion de las versiones Msg5AYATA y Sdp1IAYATA con SIt2 y Mip1 nos lleva a
pensar que el motivo IYT es esencial para la unién. En mamiferos se ha descrito que MKP3,
ademas de un dominio D, posee en su regidn carboxiterminal el motivo FTAP (parecido al motivo
DEF, FXFP) cuya mutacion reduce la afinidad de uniéon a ERK2 y evita la activacién de MKP3
por esta MAPK (Zhou et al., 2006). Aunque en Msg5 no existe una secuencia que coincida
totalmente con la del motivo FXFP, en la zona C-terminal se localiza una secuencia parecida
(“9FRSFP414) que podria de alguna manera contribuir y facilitar la interaccion de Msg5 con las
MAPKs pero nunca ser esencial, ya que nuestros datos indican que los primeros 123

aminoacidos de Msg5 (Msg5'-123) son suficientes para interaccionar con Slt2 y Mip1.

El andlisis mutacional individual de cada uno de los aminoacidos de los que se compone el
motivo IYT mostro, a través del efecto sobre el substrate trapping que ejerce una version
cataliticamente inactiva de Sdp1, que s6lo los residuos de isoleucina y tirosina son esenciales en
la unién de esta fosfatasa a SIt2. Resulta interesante que las fosfatasas duales atipicas de
mamiferos DSP18 y DSP21 (Jeong et al., 2006), que carecen de cualquier dominio conocido de
union a MAPKs, presentan en su singular extension carboxiterminal un motivo IYE. El hecho de
que el tercer residuo de treonina sea dispensable en la union de Sdp1 a Slt2 y que ademas sea
el residuo mas variable dentro del motivo IYT de otros ortdlogos fungicos (en algunos es 1YS)
sugiere que el motivo IYE podria mediar la interaccién de las fosfatasas duales atipicas DSP18 y
DSP21 con sus MAPKs sustrato. Existe por tanto la posibilidad de que el motivo IYT se haya
transformado a lo largo de la evolucion con el fin de adaptarse a las funciones de algunas de las

DSPs en eucariotas superiores.

A diferencia de lo que ocurre en la mayoria de especies fungicas (Rispail et al., 2009), S.
cerevisae consta de dos fosfatasas de especificidad dual, surgidas probablemente de una
duplicacién ancestral del genoma de levadura (Kellis et al., 2004), que regulan negativamente
una misma MAPK, Stl2. Mientras que Sdp1 solo desfosforila a Slt2 bajo estrés térmico (Hahn 'y
Thiele, 2002), Msg5 ejerce una funciéon mas significativa controlando la fosforilacién de SIt2 tanto
en condiciones basales como de activacion de la ruta de integridad celular (Martin et al.,
2000;Harrison et al., 2004). De hecho, recientes analisis a gran escala sobre mutantes sencillos
delecionados en genes de fosfatasas revelaron que la falta de Sdp1 provoca menos cambios en
los perfiles transcriptomico y fosfoprotedmico con respecto a células silvestres que la ausencia
de Msg5 (van et al., 2010;Bodenmiller et al., 2010). Estos datos son coherentes con nuestros
propios resultados experimentales en los que se observa que los mutantes sdp7A carecen de un
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fenotipo detectable en condiciones de activacion de la ruta de integridad mientras que los
mutantes msgb5A son hipersensibles a agentes que alteran la pared celular (Flandez et al., 2004).
A pesar de que el motivo IYT es importante para la interaccién de Msg5 con Slt2, no se
apreciaron diferencias significativas ni en los niveles de MAPK fosforilada ni en la induccion
transcripcional de genes dependientes de la ruta CWI entre las células que expresan Msgd
silvestre 0 Msg5'AYATA. Sin embargo, el mutante Msg5AYATA no fue capaz de complementar
totalmente el fenotipo de sensibilidad a rojo Congo caracteristico de células delecionadas en
MSG5, mostrando en presencia de este agente un crecimiento intermedio entre una cepa
silvestre y un mutante msgbA. Del mismo modo, una version de Msg5 que carece del dominio D
por el que se une a Fus3 disminuye solo parcialmente los niveles de expresion del gen FUST en
presencia de feromona, adoptando también un comportamiento intermedio entre un mutante
msg5A y una cepa que expresa la proteina Msg5 silvestre (Remenyi et al., 2005). Resulta
interesante destacar que una version mutante de Mkk2 que no interacciona con SIt2 también da
lugar a un fenotipo parcial y a una funcionalidad reducida, pero no suprimida (Jiménez-Sanchez
et al., 2007). Por todo ello, tanto nuestros datos como los ya publicados sugieren que el dominio
D y el motivo IYT contribuyen a la capacidad de Msg5 para regular negativamente a Fus3 y SIt2

respectivamente.

Las mutaciones que reducen la actividad catalitica de las PTPs o MKPs sin afectar a su afinidad
por el sustrato conducen al fendmeno denominado substrate trapping debido a la formacién de
un complejo estable entre la enzima inactiva y su sustrato (Tonks y Neel, 1996). En mamiferos,
la sobreexpresion de los dominios cataliticamente inactivos de MKP3 y PTPSL retiene a ERK
altamente fosforilada en el citoplasma y previenen la sefalizacion a través de ella (Zufiga et al.,
1999;Brunet et al., 1999). Incluso la expresion del fragmento N-terminal que contiene el dominio
KIM (dominio D) pero que carece del dominio fosfatasa de la MKP3 genera un incremento en la
fosforilacién de ERK1/2 (Cejudo-Marin et al., 2012). En levadura, la expresiéon de una version
cataliticamente inactiva de Ptp2 conduce a un aumento de la fosforilacion de Hog1 y secuestra a
esta MAPK en el nucleo (Wurgler-Murphy et al., 1997;Mattison y Ota, 2000). De igual forma, en
este trabajo hemos observado que cuando se sobreexpresa la version inactiva Msg5¢319A en un
mutante msgb4, a pesar de que se favorece la fosforilacion de SIt2 por la ausencia de actividad
fosfatasa, se impide la sefializacién hacia el factor de transcripcion RIm1 al quedar la MAPK
atrapada. Esta falta de transmision de la sefial puede ser la causa de la supresion de la
sensibilidad a rojo Congo del mutante msg5A por parte de esta version de Msg5, dado que este
fenotipo es consecuencia de una hiperactivacion de la ruta CWI. Sin embargo, las versiones
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cataliticamente inactivas de Msg5 y Sdp1 que ademas carecen del motivo IYT pierden la

capacidad de unirse a SIt2 y por tanto todos los efectos derivados del trapping sobre esta MAPK.

A la vista de estos resultados podemos afirmar que el analisis de la fosforilacion de las MAPKs y
de la induccién transcripcional cuando se sobreexpresan versiones cataliticamente inactivas de
PTPs o MKPs resulta una herramienta particularmente (til en la identificacion de sus dianas
celulares, asi como en la caracterizacién de los motivos implicados en la interaccion,
especialmente cuando la eliminacion individual de la fosfatasa o su sobreexpresion no provoca

un fenotipo evidente como en el caso de Sdp1.

La fosfatasa Msg5 se produce en la célula como dos formas de distinto peso molecular debido a
la presencia de dos comienzos de traduccién alternativos de su RNAm. La isoforma corta carece
de 45 aminoacidos en la regiéon aminoterminal que la isoforma larga posee (Flandez et al., 2004).
Por ello, tan sélo la isoforma larga de Msg5, gracias a la presencia del dominio D en esta
extension, es capaz de interaccionar con Fus3 y Kss1, mientras que ambas isoformas se unen a
SIt2 dado que el motivo IYT se localiza en la posicidn 103. Nuestros datos confirman resultados
previos de nuestro equipo de investigacion en los que la forma corta de Msg5 copurificd con Slt2,
y no con Kss1 o Fus3 (Marin et al., 2009). El hecho de que ambas isoformas interaccionen con
SIt2 podria ser una manera de asegurar la existencia de la actividad fosfatasa de Msg5 sobre
esta MAPK en situaciones en las que se incrementa la cantidad de Fus3, como tras estimulacion
con feromona. Por tanto, la presencia de varias isoformas de una misma fosfatasa que incluyen
diferentes dominios de interaccion podria suponer un nuevo mecanismo de regulacién de
MAPKs tanto en S. cerevisiae como en células de eucariotas superiores donde se han
encontrado fosfatasas de tirosinas (PTP-SL) (Chirivi et al., 2004) o duales (Pyst1) que también

presentan comienzos alternativos de la traduccién (Dowd et al., 1998).

Sit2 y Mip1 no utilizan el dominio CD para unirse a Msg5

Las MAPKs presentan en su extremo carboxiterminal un dominio CD (Common Docking)
formado por aminoacidos cargados negativamente (asparticos y glutdmicos) que interaccionan
electrostaticamente con los residuos basicos del motivo D de activadores, efectores o
reguladores negativos (Enslen y Davis, 2001). De esta forma, cuando se eliminan los residuos
que componen el CD de ERK2, esta MAPK presenta baja capacidad de unién a MEK1, MKP3 y
PTP-SL (Tanoue y Nishida, 2002;Tanoue y Nishida, 2003). El CD no es s6lo esencial en MAPKs

tipo ERK; su presencia también es indispensable en la interaccion de MKP5 con p38 (Zhang et
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al., 2011). Trabajos previos realizados por nuestro grupo de investigacion mostraron que la
mutacion en el residuo D326 del dominio Common Docking de Slt2 conducia a una mayor
fosforilacién de la MAPK, lo que sugeria que este motivo podria estar involucrado en la
interaccién de Msgb con SIt2 (Flandez et al., 2004). Sin embargo, en este trabajo hemos
demostrado que no solo el dominio D de Msg5 es dispensable, sino que los residuos acidos
conservados D323, D326 y E327 de Slt2 y el residuo D326 de Mip1 tampoco estan implicados en la
unién a Msg5. Por ello podemos concluir que la unién de Msgb con SIt2 o Mip1, a diferencia de
lo que ocurre con Fus3 y Kss1 (Remenyi et al., 2005;Palacios et al., 2011), no esta mediada por

las interacciones convencionales entre MKPs y MAPKs.

Gracias a la realizaciéon de experimentos de copurificacion hemos definido una regién de 100
aminoacidos, entre las posiciones 274 y 373 de SlIt2 y Mip1, necesaria para la interaccién con
Msg5. Aunque esta region incluye el dominio CD, en ella deben existir residuos distintos que
participen en esta union. Nuestro caso no es el unico en el que el CD de la MAPK es dispensable
para la interaccion con sus sustratos. Por ejemplo, la unién entre JNK'y MKP2 de mamiferos no
esta mediada por el dominio CD de la quinasa o el dominio D de la fosfatasa (Chen et al., 2001).

Asimismo se han descrito casos en los que las MAPKs utilizan otras regiones adicionales al
dominio CD para interaccionar con sus sustratos. En ERK2 se han identificado una serie de
residuos aminoacidicos concretos, alejados del CD en la secuencia primaria aunque cercanos a
éste en la estructura tridimensional, que contribuyen junto con los residuos &cidos del CD en la
union entre ERK2 y MKP3 (Zhang et al., 2003). Asimismo las MAPKs ERK2 y p38 son capaces
de unirse a proteinas que presentan motivos DEF, ricos en aminoacidos aromaticos, a través de
residuos conservados de leucina cercanos al dominio de activacion TEY y residuos de tirosina de

las posiciones 231 y 258 de forma independiente del Common Docking (Sheridan et al., 2008).

En S. cerevisiae un dominio adyacente al CD en la MAPK Hog1, al que se ha denominado PBD-
2, participa junto con el CD en la activacion de la MAPK por la MAPKK Pbs2 y en la interaccion
de la MAPK con la fosfatasa Ptp2 (Murakami et al., 2008). Se podria hipotetizar por tanto que
una zona semejante sea importante para mediar la interaccion de Slt2 y Mip1 con la MKP Msg5.
De hecho, el dominio PDB-2 de Hog1, entre los aminoacidos 320 y 350, presenta elevada
homologia en su secuencia con los fragmentos de SIt2 (SIt2274-373) y Mip1 (MIp1274-373)  que

interaccionan con Msg5.

A pesar de que ERK3 y ERK4 presentan un dominio CD en su secuencia aminoacidica y que su
sustrato, la protein quinasa MK5, contiene un dominio D, estos motivos son totalmente

dispensables para la interaccion entre estas proteinas al igual que ocurre en la unién de SIt2 y
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Mip1 a Msg5. En este caso, es el motivo FRIEDE de ERK3 y ERK4 el que se une al extremo
carboxiterminal de MK5 (Aberg et al., 2009). Dicho motivo se encuentra en la region de ERK3 y
ERK4 comprendida entre las posiciones 326 y 340, muy cercano al CD. Es curioso que tanto el
dominio Common Docking, como el motivo FRIEDE de ERK3/4 o el motivo PDB-2 de Hog1 se
localicen en una regién englobada en los fragmentos SIt2274-373 y MIp1274-373 que se unen a Msg5.
Esta region de 100 aminoé&cidos incluye el loop nimero 16 de las MAPKs. Muchos autores han
propuesto que este loop 16 estd involucrado en las interacciones proteina-proteina y en los
procesos de homodimerizacion (Khokhlatchev et al., 1998). De hecho, se han definido dentro de
esta region los residuos de ERK2 involucrados en su autoasociacion (Wilsbacher et al., 2006) y
experimentos de nuestro grupo de investigacion apuntan a que esta misma zona esta implicada

en la interaccion de Slt2 consigo misma (Kim et al., 2007).

Las MAPKs fungicas que actuan en rutas de reparacion de dafios en la pared celular suelen
presentar una caracteristica extension carboxiterminal con funcion autoinhibitoria (Levin-Salomon
et al., 2009). Es posible que las uniones que no involucran dominios docking puedan afectar a la
funcion de esta extension C-terminal de forma distinta a las interacciones canonicas clasicas. Por
ello, y dada la presencia del motivo IYT en las MKPs fungicas que desfosforilan este tipo de
MAPKs, este nuevo mecanismo de unién de Msg5 y Sdp1 a SIt2 podria ser un mecanismo

compartido y conservado en las MAPKs que poseen dicha extension C-terminal.

A diferencia de lo que ocurre con Msg5, nuestros ensayos han mostrado que la unién entre Sit2
y la MAPKK Mkk1 es dependiente del CD de la MAPK. Estos resultados son coherentes con los
previamente publicados por otros miembros de nuestro laboratorio en los que una version de
Mkk2 que carecia del dominio D no fue capaz de interaccionar con SIt2 (Jiménez-Sanchez et al.,
2007). Resulta por tanto interesante que SIt2 utilice mecanismos distintos en su union a las
diferentes proteinas que interaccionan con esta MAPK: uniones mediadas por dominios docking,
en la interaccion de Slt2 con sus activadores, las MAPKKs Mkk1 y Mkk2, y ¢on sus efectores, los
factores de transcripcién RIm1 (Jung et al., 2002) y Swi4 (Truman et al., 2009), y otro tipo de
mecanismo alternativo para unirse al menos a algunos de sus reguladores negativos, las MKPs
Msg5 y Sdp1.

El hecho de que la expresion de péptidos que contienen motivos D inhiba la fosforilacion de las
MAPKs mediada por las MAPKKs o la desfosforilacion mediada por las MKPs (Bardwell y Shah,
2006) sugiere que tanto activadores como reguladores negativos compiten por unirse al dominio
CD de una misma MAPK como ocurre en el caso de ERK2 con MEK1 y MKP3 (Zhang et al.,
2003). A pesar de que la union de Slt2 con Mkk1 o Msgb tiene lugar a través de motivos
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distintos, éstos se localizan en la misma regién de la proteina por lo que podria existir también
cierto impedimento estérico que dificulte la unién de ambos sustratos a la vez. Otra posibilidad
seria que SIt2 pudiera beneficiarse de la interaccion con Msg5 a través de un mecanismo
especifico, reduciendo de esta forma el fendmeno de competencia con las Mkks o los factores de
transcripcion. También se ha propuesto que la activacion de la MAPK provoca cambios
estructurales que podrian exponer los motivos de union con otras proteinas (Aberg et al.,
2009;Rodriguez Limardo et al., 2011). Por tanto, la presencia de distintos motivos de unién en
SlIt2 podria ser un mecanismo por medio del cual se regulen y promuevan las interacciones con
los activadores Mkk1/2 o los reguladores negativos Msg5 y Sdp1 segun el estado de fosforilacion
de la MAPK SIt2.

Si Msg5 y Sdp1 emplean el mismo motivo IYT para unirse a SIt2 y a Mip1 es légico que tanto la
MAPK como la pseudoquinasa utilicen los mismos determinantes moleculares para interaccionar
con ambas fosfatasas y, de hecho, nuestros datos indican que ambas proteinas interaccionan
por la misma regién. Por esta razon, la existencia de fendmenos de competencia entre Slt2 y
Mip1 por unirse a las MKPs o entre Msg5 y Sdp1 por unirse a la MAPK y a la pseudoquinasa
podria contribuir activamente a la regulacion de la ruta CWI. Dado que Mip1 interacciona con
RIm1 (Watanabe et al., 1997) y que su expresion se induce en respuesta a estrés sobre la pared
celular (Garcia et al., 2004) parece que esta proteina realiza alguna funcion importante para el
mantenimiento de la integridad celular aunque su papel especifico es aun poco conocido. A
pesar de que Mip1 es muy similar a Slt2 carece del motivo de activacion caracteristico
conservado en las MAPK (T-X-Y), en el que el residuo de treonina estd reemplazado por un
residuo de lisina. Sin embargo, el cambio del residuo Tyr192 por Phe'92 disminuye la capacidad
de Mip1 de suprimir el fenotipo de sensibilidad a cafeina de un mutante bck1A (Watanabe et al.,
1997), lo que sugiere que el residuo de tirosina podria ser importante para la actividad de Mip1.
Cabe por tanto la posibilidad de que tanto Msg5 como Sdp1 modulen la funcionalidad de Mip1

desfosforilando el residuo Tyr'92 con objeto de contribuir en la regulacion de la ruta CWI.

Estudio de la fosforilacion de Msg5 por Slt2

Las modificaciones postraduccionales constituyen un importante mecanismo de regulacion de las
proteinas ya que modulan su actividad enzimatica, su localizacion subcelular, su interaccidn con
otras proteinas e incluso su estabilidad y degradacion (Beltrao et al., 2013). Es una forma rapida

y fina que tiene la célula de adaptarse a estimulos sin necesidad de regulacion transcripcional o
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traduccional (Minguez et al., 2012). Por ejemplo, de esta forma las rutas de MAPKSs se regulan
por retrofosforilaciones de la MAPK hacia otros componentes de la cascada, como las MAPKKs
(Jimenez-Sanchez et al., 2007;Cirit et al., 2010;Hao et al., 2012), los receptores de membrana
(Feng y Davis, 2000), las proteinas GEF (Guo et al., 2009), los sensores (Hao et al., 2007) o las
proteinas scaffold (Bhattacharyya et al., 2006).

Hace unos afios nuestro grupo de investigacion describié que la fosfatasa Msg5 es fosforilada
por Slt2 en condiciones de estimulacién de la ruta de integridad celular (Flandez et al., 2004). La
secuencia minima descrita necesaria para la fosforilacién por MAPKs de tipo ERK es serina o
treonina seguida por una prolina (S/T-P) (Jacobs et al., 1999;Sharrocks et al., 2000). En la
secuencia aminoacidica de Msg5 se encuentran 16 residuos susceptibles de ser fosforilados por
SIt2. En este trabajo hemos definido que la mutacién de los 7 residuos situados en la extension
carboxiterminal elimina el cambio en la movilidad electroforética de Msg5 dependiente de Sit2
tras la activacion de la ruta de integridad. Por tanto, alguno o varios de estos 7 residuos de
serina y/o treonina son fosforilados por SIt2 en estas condiciones. Sin embargo, no podemos
descartar que alguno de los 9 sitios de la region aminoterminal sea a su vez fosforilado por la
MAPK. Para comprobarlo, seria necesario realizar experimentos de fosfoprotedmica ya que no
es apreciable mediante western-blotting. De hecho, en la base de datos PhosphoGRID existen
anotaciones de 4 sitios de fosforilacion por MAPKs en Msg5: 3 sobre el extremo N-terminal,
identificados en un analisis protedmico a gran escala en presencia de factor a (Li et al., 2007) y 1
sobre la extension C-terminal detectado también en un ensayo a gran escala pero en
condiciones basales de crecimiento (Breitkreutz et al., 2010). Hay que destacar que Sdp1, que
carece de la extension carboxiterminal tras el dominio catalitico caracteristica de Msg5, no
experimenta un cambio en su movilidad electroforética tras la activacién de la ruta de integridad
celular (datos no mostrados), lo que sugiere que esta fosfatasa o bien no esta regulada mediante
fosforilacion por Slt2 o bien sufre una fosforilacion que no afecta a su tamafio o conformacion

para ser detectada por electroforesis.

En mamiferos se han descrito varios casos de fosforilacion en la regiéon C-terminal de las MKPs
por MAPKs con distintas consecuencias. Por ejemplo, ERK fosforila @ MKP2 y a MKP1 en los
residuos S3% y S%4 provocando un aumento de la estabilidad de la proteina que refuerza la
actividad catalitica sobre la MAPK (Brondello et al., 1999;Cagnol y Rivard, 2013). Del mismo
modo se comporta la fosforilacion de la MAPK Sty1 sobre la tirosin fosfatasa Pyp2 en S. pombe
(Kowalczyk et al., 2013). Por el contrario, la fosforilacion de ERK sobre las posiciones S2% y S323
de MKP1 facilita la ubiquitinacion y degradacion de la enzima (Lin et al., 2003;Lin y Yang, 2006).
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Otros autores han mostrado que en muchos casos la fosforilacion sélo tiene un efecto modesto
sobre la estabilidad y conformacién de las proteinas (Murray et al., 1998;Serber y Ferrell,
2007;Strickfaden et al., 2007). Actualmente carecemos de datos suficientes para conocer si la
fosforilacién de la extension C-terminal de Msg5 pudiera promover cierta degradacion. Nuestro
trabajo ha mostrado que la ausencia de los residuos susceptibles de ser fosforilados de Msg5
(en amino o carboxiloterminal) no provoca cambios significativos en la fosforilacion de SIt2 y en
la expresion de MLP1, teniendo sélo un ligero efecto en la supervivencia en presencia de rojo
Congo. En consecuencia podemos afirmar que, en principio, la fosforilacion de Msg5 no
compromete al menos de manera importante su capacidad para regular negativamente a Slt2, lo
que sugiere que no promueve la degradacion de la proteina. Es cierto que, en ocasiones, 10s
mutantes no fosforilables carecen de fenotipos claros. Por ejemplo, la mutacién de 35 residuos
susceptibles de ser fosforilados por PAKs (Cla4) o CDKs (Cdc28) en la GEF Cdc24 elimina por
completo la fosforilacion de esta proteina pero no ocasiona ningun cambio en la polarizacion o
en el crecimiento de las células de levadura (Wai et al., 2009). Esto no significa que en estos
casos la fosforilacion no tenga una funcién de regulacion fisiologica sino que probablemente no
seamos capaces de reproducir en el laboratorio las condiciones en las que dicha modificacion

resulta relevante.

De hecho, la fosforilacion en residuos tanto cercanos como lejanos al sitio de unidn entre
proteinas puede dar lugar a cambios conformacionales que modulen la fuerza de las
interacciones y dotar asi de gran diversidad a los mecanismos de reconocimiento entre proteinas
(Nishi et al., 2011). Por ejemplo, la fosforilacion en el extremo C-terminal de DSP5 por parte de
ERK origina una unién estable con la quinasa que refuerza la actividad fosfatasa (Kucharska et
al., 2009). A la inversa, la fosforilacion de la serina adyacente a la arginina del motivo D de MKP4
provoca cambios electrostaticos y elimina la interaccion de esta fosfatasa con ERK y p38
(Dickinson et al., 2011). Del mismo modo, la fosforilacion de HePTP1 por ERK2 disminuye la
afinidad entre ambas proteinas (Saxena et al., 1999). En este mismo sentido, parece que en
condiciones en las que se produce la fosforilacién de Msg5, es decir cuando se activa la ruta de
integridad, se reduce notablemente la interaccion entre SIt2 y Msg5 (Flandez et al., 2004). Esto

sugiere que esta modificacion postraduccional podria afectar a la afinidad entre MAPK y MKP.

Nuestros resultados apuntan precisamente a que la presencia del motivo IYT de Msg5 es
necesaria para que tenga lugar la fosforilacion de esta MKP por parte de Slt2. Este no es el tinico
caso, ya que se ha observado que una mutacion en el dominio D de DSPS5 elimina la fosforilacion
por parte de ERK (Kucharska et al., 2009) y que el dominio D de MEK1 es imprescindible para la

189




Discusion

retrofosforilacion de ERK2 sobre MEK1 (Xu et al., 1999). También la ausencia de la interaccion
entre Slt2 y su activador Mkk2, debido a la eliminacion del dominio D de esta MAPKK, afecta
negativamente a su retrofosforilacion (Jimenez-Sanchez et al., 2007). Por tanto, quizés en
ausencia del motivo IYT la union entre Msg5 y SIt2 sea demasiado efimera como para permitir su
fosforilacidén por Slt2. Por eso es logico que la eliminacion del dominio IYT tenga consecuencias
fenotipicas parecidas (sensibilidad a rojo Congo) a la eliminacién de los sitios de fosforilacion por
SIt2 en Msgb.

Cuando dos rutas de sefializacion comparten componentes, las fosforilaciones pueden contribuir
a mantener la especificidad de la sefial. Por ejemplo, una MAPK es capaz de limitar la activacion
de otra cascada a través de una retroalimentacion negativa sobre uno de sus componentes
comunes (Errede y Ge, 1996;Maleri et al., 2004;Hao et al., 2008a). De esta forma, el hecho de
que Msg5 participe en la desfosforilacion de MAPKs que operan en distintas rutas sugiere que
deben existir mecanismos muy precisos que modulen su actuacion especificamente frente a una
u otra quinasa en funcion de los requerimientos celulares. Asi, la fosforilacion del extemo C-
terminal de MKP7 por parte de ERK aumenta la estabilidad de la fosfatasa favoreciendo de este
modo la desfosforilacion de la MAPK JNK (Katagiri et al., 2005). En presencia de feromona se
activa la ruta de apareamiento y se induce la transcripcion de MSGS con el fin de llevar a cabo el
proceso de adaptacion (Doi et al., 1994;Zhan et al., 1997). En estas condiciones SIt2 también se
activa pero permanece fosforilado durante mas tiempo debido a que la ruta de integridad carece
de fendmeno de adaptacion (Zarzov et al., 1996). Estos datos sugieren que de alguna manera la
célula es capaz de orientar la actuacion de Msg5 hacia Fus3 y no hacia Slt2 durante ese tiempo.
La fosforilacion de Msg5 por Slt2 podria constituir por tanto un mecanismo que garantice la
especificidad en estas condiciones, disminuyendo su afinidad por Slt2 y dirigiendo asi su

actividad hacia Fus3.

En resumen, tanto el analisis de la fosforilacion de Msg5 como los estudios de interaccién entre
MAPKs y MKPs llevados a cabo en este trabajo ponen de manifiesto la elevada complejidad de
la regulacion negativa que ejercen las MKPs sobre las cascadas de sefalizacidn y revelan la
flexibilidad de la que disfrutan tanto una misma MKP para desfosforilar distintas MAPKs como
una misma MAPK para interaccionar con distintos sustratos (activadores, efectores y reguladores
negativos). Sin duda, la presencia de modificaciones postraduccionales concretas junto con la
existencia de diversos mecanismos de union entre proteinas favorece la especificidad en la
transmision de la sefial y garantiza la correcta actividad de las rutas de sefializacion mediadas
por MAPKs.
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Identificacion de nuevos reguladores negativos de las rutas

de apareamiento e integridad celular

Con el fin de encontrar nuevos reguladores negativos de la ruta de apareamiento e integridad
celular se realizaron rastreos primarios que evaluaron el efecto de la sobreexpresién individual
de 43 genes (que codifican protein fosfatasas o subunidades asociadas a ellas) sobre la
inhibicion del crecimiento provocada por la expresion de alelos hiperactivos que activan estas
rutas en distintos niveles. Hay que sefialar que este tipo de rastreo presenta el inconveniente de
que, en ocasiones, la sobreexpresion de un gen puede ser letal o por el contrario puede mejorar
el crecimiento de las células al afectar a otras funciones de forma independiente de la ruta de
MAPKs que estamos hiperactivando. Por ello, estos estudios de sobreexpresion se
complementaron con el andlisis fenotipico de los correspondientes mutantes sencillos. Sin
embargo, hemos comprobado que la sobreexpresion es una herramienta mucho méas potente
que el uso de cepas delecionadas en la identificacién de nuevos genes implicados en la
regulacién de las rutas de MAPKs debido a la ya comentada redundancia fisiolbgica que
muestran muchas protein fosfatasas, responsable de la ausencia de un fenotipo detectable. De
hecho, la sobreexpresion ha sido ampliamente utilizada en la identificacién de la funcion

biolégica de numerosos genes (Prelich, 2012).

El escrutinio primario sobre la ruta de apareamiento se desarrolld mediante la sobreexpresion de
Ste4, la subunidad B de la proteina G heterotrimérica. Este componente es especifico de esta
cascada de sefializacion y ademas la inhibicion del crecimiento esta originada exclusivamente
por la hiperactivacion de esta ruta. Asi, el empleo de Ste4 es una estrategia selectiva para
identificar reguladores negativos en toda la cascada, incluso en elementos superiores al modulo
de MAPKs. Por el contrario, dado que Pkc1 no participa exclusivamente en la ruta de integridad
celular sino que presenta diversas dianas celulares (Mascaraque et al., 2013), fue necesario
llevar a cabo dos rastreos complementarios hiperactivando la ruta de integridad celular a nivel de
Pkc1 o de Bck1 con el objetivo de discernir entre fosfatasas que actian sobre el modulo de
quinasas o sobre otros sustratos de Pkc1.

Hay que sefalar que, en ambos rastreos, se identificaron reguladores negativos conocidos de la
ruta de apareamiento (Msg5, Ptp2) y de la ruta de integridad celular (Msg5, Ptp2, Sdp1, Ptc1)
(Martin et al., 2005;Gonzalez et al., 2006), lo que valida los resultados de estos ensayos. En la

figura 74 se muestra un resumen de las proteinas identificadas por su efecto en sobreexpresion
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sobre los diferentes alelos hiperactivos y el nivel al que los potenciales reguladores negativos

podrian estar actuando en la ruta de apareamiento o de integridad celular.

Daiio en pared Feromonas
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Figura 74. Representacion esquematica de los potenciales reguladores negativos de las rutas de
integridad celular y apareamiento identificados en este trabajo.

Se muestran en color amarillo 0 azul las protein fosfatasas o subunidades asociadas identificadas en el rastreo
realizado sobre la ruta de integridad (izquierda) o apareamiento (derecha) respectivamente, mientras que el color
verde refleja los genes identificados en ambos rastreos. En linea continua se sefialan, dentro de la cascada de
sefializacion, las dianas fisioldgicas de las protein fosfatasas previamente conocidas o halladas en este trabajo
mientras que la linea discontinua marca las posibles dianas basadas en los resultados obtenidos en los rastreos
realizados.

Resulta interesante que las protein fosfatasas Ltp1, Ptc2, Ptp1, Oca2 y Cnb1 hayan sido
identificadas en ambos rastreos. Este hecho podria denotar la amplia especificidad de sustrato
de estas enzimas. Sin embargo, la sobreexpresion de Ltp1 tiene un efecto muy discreto sobre la
expresion de MLP1 o FIG1 en presencia de rojo Congo o feromona, respectivamente, por lo que
consideramos que su funcién sobre estas rutas de MAPKs no es relevante en condiciones
fisiolégicas. A pesar de que la sobreexpresion de Cnb1, la subunidad reguladora de la

calcineurina, reduce moderadamente la sefializacion de estas rutas en distintas condiciones de
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estimulacion, no pensamos que esté regulando directamente algin componente de la cascada
sino mas bien que se trate de un efecto indirecto. En este sentido se ha observado que, en
presencia de feromona, se produce un aumento en la concentracion intracelular de calcio y se
activa la calcineurina, la cual pone en marcha diversos mecanismos con el fin de aumentar la
supervivencia (Moser et al., 1996;Withee et al., 1997). Por otro lado, se ha sugerido que la
calcineurina participa en el proceso de construccion de la pared al actuar en una via paralela a la
ruta de integridad celular (Nakamura et al., 1996) activando la expresion del gen FKS2 (Mazur et
al., 1995;Zhao et al., 1998).

En cuanto a la identificacién de reguladores negativos de la ruta de apareamiento, pensamos
que la atenuacion del crecimiento provocada por la sobreexpresion de Fcp1 podria ser también
un efecto indirecto y no relacionado con la ruta de MAPKs ya que esta fosfatasa regula la
sintesis de RNAm a través de la desfosforilacién del dominio C-terminal de la subunidad mayor
de la RNA polimerasa Il Gosh et al., 2008). Por otra parte, Sap185 es una proteina que se asocia
a Sit4 para dotar de actividad a esta subunidad catalitica (Luke et al., 1996). El hecho de que su
sobreexpresion reduzca la sefializacion de la ruta de apareamiento cuando se estimula con
feromona pero no cuando se expresa el alelo hiperactivo Ste11-4 sugiere que Sap185 podria
contribuir a la regulacién de esta ruta dirigiendo a Sit4 a algun componente por encima del
maodulo de MAPKs. Segun nuestros datos, la serin-treonin fosfatasa Ppq1 podria desfosforilar la
MAPKK Ste7 o la MAPK Fus3. La funcion de esta proteina es ain desconocida, aunque parece
estar involucrada en sintesis de proteinas (Chen et al, 1993;Vincent et al., 1994). Muy
recientemente se ha aislado a Ppq1 en un rastreo parecido al desarrollado en este trabajo, en el
que para identificar nuevos reguladores negativos de la ruta de apareamiento han fusionado
distintas protein fosfatasas al scaffold Ste5 (Shim y Park, 2014). A pesar de que en nuestras
manos no se observara un fenotipo claro en el mutante ppq1A, estos autores han detectado un
ligero incremento en la fosforilacion de Fus3, que podria deberse al empleo de la cepa W303 en
lugar de la cepa BY4741 que hemos utilizado en nuestros experimentos. Estos autores han visto
ademas que Ppqg1 no es capaz de desfosforilar a Fus3 en un ensayo in vitro y proponen por
tanto que debe estar actuando sobre Ste11 o Ste7. Si unimos estos datos con los nuestros todo
parece indicar que el sustrato de Ppgl podria ser la MAPKK Ste7, ya que reduce
significativamente la sefializacién ocasionada por el alelo Ste11-4. Es interesante destacar que
dicho reciente rastreo las protein fosfatasas Ptp1, Ptp2 y Pic2 no se identificaron como

reguladores negativos de la ruta de apareamiento, lo cual no coincide con nuestros resultados.
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Puesto que se sabe que Ptp2 desfosforila a Fus3 (Zhan et al., 1997), quizés la fusidn de ciertas

proteinas a Ste5 modifique su conformacién haciéndolas inaccesibles a sus sustratos naturales.

Entre las fosfatasas que tienen un efecto negativo sobre la sefializacién de Pkc1 pero no sobre la
ruta de integridad celular estan Pph22 y Rts3, subunidad catalitica y reguladora respectivamente
del complejo enzimatico PP2A. Existen evidencias previas que relacionan a este complejo con
Pkc1. Dado que Pkc1 participa en la regulacién del citoesqueleto de actina a través del complejo
TORC2 (Cybulski y Hall 2009), la atenuacién del crecimiento ocasionada por la sobreexpresion
de Pph22 en presencia del alelo Pkc1AAA podria ser debida a que PP2A antagoniza los efectos
de TORC2 (Zabrocki et al., 2002;Pracheil et al., 2012). Por otro lado, algunos autores han
mostrado que el complejo PP2A participa en la progresion de la fase M del ciclo celular (Messier
et al., 2013). De esta forma, dicha funcién podria ser la causa de la mejora en el crecimiento que
experimentan las células que expresan Pkc1AA al sobreexpresar Pph22. Por su parte, la
proteina Rts3 no sélo interacciona con los componentes del complejo PP2A sino también con la
fosfatasa PP2A-like Sit4. Se ha propuesto que Sit4 actua sobre la ruta CWI a través de la
regulacion negativa de Pkc1 modulando de esta forma todas las funciones relacionadas con esta
quinasa (Angeles de la Torre-Ruiz et al., 2002). Ademas, se ha descrito que el mutante rfs3A es
sensible a cafeina y rapamicina y que su sobreexpresion confiere resistencia a cafeina a través
de la regulacion negativa de Sit4 (Hood-DeGrenier 2011). Estos resultados son coincidentes con
nuestra observacién de que la sobreexpresion de Rts3 aumenta de la expresion de Mip1 en
presencia de rojo Congo, lo que sugiere que Rts3 podria favorecer la estimulacién de la

respuesta transcripcional y la consecuente reparacion de dafios en la pared celular.

Otra de las fosfatasas que pudiera estar actuando sobre Pkc1 o algun sustrato de esta quinasa
distinto a Bck1 es Ppt1. Se ha descrito que Ppt1 desfosforila a Hsf1 (Heat shock transcription
factor 1)(Noguchi et al., 2012), la chaperona Hsp90 (Wandinger et al., 2006) y la cochaperona
Cdc37 (Vaughan et al., 2008). Se sabe que estas proteinas estan relacionadas con la ruta de
integridad celular, ya que es necesario que la forma doblemente fosforilada y activa de la MAPK
SIt2 se una a Hsp90 (Millson et al., 2005) y a Cdc37 (Hawle et al., 2007) para que tenga lugar
una correcta activacion de Rim1. A pesar de que, segun estos datos, la desfosforilaciéon de
Cdc37 o Hsp90 por parte de Ppt1 podria modular la transmision de la sefial desde Slt2 hacia los
factores de transcripcion, en este trabajo hemos observado que la sobreexpresion de Ppt1 no
altera la expresion de MLP1 en condiciones de estimulacion de la ruta CWI. Segun un ensayo de
dos hibridos, la chaperona Hsp90 es capaz de interaccionar con 177 proteinas distintas (Millson
et al., 2005). De esta forma, la atenuacion de la inhibicion en el crecimiento del alelo Pkc1AAA
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provocada por sobreexpresion de Ppt1 podria deberse a la funcion del complejo Hsp90-Cdc37-
Ppt1 sobre otras proteinas distintas a Slt2 o incluso a funciones desconocidas de Ppt1 fuera de

este complejo.

La fosfatasa Tep1 es el ortdlogo del supresor de tumores PTEN en levadura. Su funcion
biolégica es aun desconocida aunque se ha descrito que su expresién aumenta durante el
proceso de esporulacion (Heymont et al, 2000). Teéricamente, Tep1 deberia actuar
principalmente como una fosfatasa de lipidos como PTEN, que desfosforila al PIP3
(Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate). Sin embargo, ni existe PIP3 en levadura ni Tep1 es
capaz de catalizar esta reaccion in vivo (Rodriguez-Escudero et al., 2005) o in vitro (Maghama et
al., 2001). Dado que su sobreexpresién atenta la inhibicion del crecimiento provocada por el
alelo hiperactivo Pkc1A*, Tep1 podria comportarse como una fosfatasa de proteinas y

desfosforilar algun sustrato de Pkc1.

Por su parte, Mih1 desfosforila a la quinasa dependiente de ciclinas Cdc28 y regula de este
modo la transicion G2/M del ciclo celular (Sia et al., 1996). Se ha descrito que tanto Pkc1 como
la MAPK Slt2 fosforilan a Mih1 con el fin de parar el ciclo celular en situaciones de estrés
(Harrison et al., 2001;Yano et al., 2013). Seria por tanto posible que, en condiciones de
sobreexpresion de Mih1, se favorezca la activacion de Cdc28 y la consiguiente progresion del
ciclo celular, incluso en condiciones de hiperactivacion de la ruta de integridad celular como es la

expresion del alelo hiperactivo Pkc1A que hemos empleado en este trabajo.

Se sabe que la fosfatasa Psr1 actia posiblemente desfosforilando al factor de transcripcion
Msn2, siendo de esta manera necesario para desencadenar una completa activacion de la
respuesta general a estrés a través de la transcripcion de genes cuyos promotores contienen la
secuencia STRE (Stress Response Element) (Kaida et al., 2002). También se ha descrito que,
en respuesta a un dafio en la pared celular, se activa la transcripcion de genes dependientes no
solo de los factores de transcripcion Rim1 y SBF, activados por Slt2, sino también de Msn2/4
(Lagorce et al., 2003). El hecho de que la sobreexpresién de Psr1 no disminuya notablemente la
expresion de MLP1, controlada por el factor de transcripcion RIm1, pero si sea capaz de atenuar
la inhibicién del crecimiento provocada por el alelo hiperactivo Pkc1AAA sugiere que esto es
debido la capacidad de Psr1 de desencadenar una respuesta basada en la expresion de genes

regulados por secuencias STRE inducida por el factor de transcripcion Msn2/4.

Resulta también destacable que se hayan identificado enzimas de la familia OCA, relacionadas
con el grupo de fosfatasas duales atipicas PFA-DSPs (Roma-Mateo et al., 2011). Mientras que
Oca2 podria estar desfosforilando las MAPKKs o las MAPKs de las rutas de apareamiento e
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integridad celular, Oca6 podria tener alguna funcion sobre el modulo de quinasas de la ruta CWI
0 sobre algun sustrato de Pkc1 (Figura 74). Aunque la sobreexpresion de ambas reduce la
sefalizacion de estas rutas de una forma menos notable que los reguladores negativos
conocidos, existen evidencias previas que relacionan a estas fosfatasas con la ruta CWIy la ruta
TOR. Los mutantes sencillos son sensibles a cafeina y rapamicina (Parsons et al., 2004;Dudley
et al., 2005,Roma-Mateo et al., 2011) y el mutante ocabA es sensible ademas a tunicamicina y
DTT (Tan et al., 2009). Sin embargo, estas dos fosfatasas carecen de los residuos esenciales de
cisteina y/o arginina cataliticos por lo que es bastante complejo predecir su mecanismo de
accién en estas rutas. En mamiferos se ha propuesto que algunas PTPs inactivas pueden formar
heterodimeros con enzimas activas, y que de esta manera son capaces de regular rutas de
sefializacion (Gross et al., 2002). No podemos descartar que este mecanismo esté presente
también en S. cerevisiae ya que se ha detectado que Oca2 interacciona fisicamente en ensayos
de doble hibrido a gran escala con Oca3 (Uetz et al., 2000;lto et al., 2001;Yu et al., 2008), el
unico miembro de esta familia que se ha descrito que presenta actividad fosfatasa in vitro
(Roma-Mateo et al., 2011). Resulta interesante también que Oca2 y Ppql presenten una
interaccidn genética negativa (Bandyopadhyay et al., 2010). Dado que ambas reducen en
sobreexpresion la sefializacion de la ruta de apareamiento, la delecion conjunta podria ocasionar

una activacion potenciada de esta cascada de sefializacion.

Es curioso que, a pesar de buscar reguladores negativos de la ruta CWI entre las protein
fosfatasas, hayamos descubierto que la sobreexpresion de Yvh1 reduce la sefializacion de forma
independiente de su actividad catalitica, lo que indica que no actia desfosforilando ningun
componente de esta cascada. De la misma manera, el residuo de cisteina del centro activo
también es dispensable para la participacion de esta fosfatasa en el proceso de esporulacion
(Beeser y Cooper 2000) o en la maduracién ribosomal (Liu y Yang 2008). Nuestros resultados
indican que el mantenimiento de unos niveles correctos de esta proteina es necesario para una
adecuada respuesta frente a un dafio en la pared celular, ya que tanto la ausencia de Yvh1 como
su sobreexpresion dan lugar a una reduccién de la sefializacion de la ruta CWI. Este efecto
sobre la respuesta frente a un dafio en pared podria ser bastante especifico dado que se ha
propuesto que la pérdida de proteinas ribosomales afecta a especificas categorias funcionales
de genes (Komili et al., 2007). Asimismo hemos comprobado que la ausencia de Mrt4, que
participa junto con Yvh1 en el proceso de traduccion (Lo et al., 2009), provoca los mismos
efectos que la delecion de YVH1. Pensamos por ello que la funcion que ejercen Yvh1 y Mrt4 en
el proceso de maduracion ribosomal es importante para la respuesta a un dafio en pared, ya que
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la pérdida de estas proteinas podria afectar a la traduccion de mRNAs relacionados con la
integridad celular, conduciendo a una sensibilidad en presencia de rojo Congo. Los mutantes
yvh1A 'y mrt4A presentan constitutivamente un incremento en la cantidad de fosfo-Slt2 que
paradéjicamente se correlaciona con unos niveles de expresion de MLP1 menores que los que
presenta una cepa silvestre. La elevada fosforilacion de SIt2 podria ser consecuencia de una
estimulacion constitutiva de la ruta CWI causada por una pared celular alterada, como ocurre en
mutantes que presentan defectos en la construccion de su pared como gas1A o fks1A (de Nobel
et al., 2000).

Ptp1: un requlador negativo de Fus3 y Slt2

En cuanto a la familia de las PTPs de S. cerevisae, las tirosin fosfatasas Ptp2 y Ptp3 son
enzimas de naturaleza promiscua ya que actian como reguladores negativos de tres MAPKs
distintas: Fus3, Slt2 y Hog1 (Martin et al., 2005). Los ensayos de sobreexpresion y de interaccion
entre proteinas realizados en este trabajo indican que otro miembro de esta misma familia, la
fosfatasa Ptp1, también podria regular las rutas de integridad celular y apareamiento a través de
la desfosforilacion de SIt2 y Fus3 respectivamente. El hecho de que la delecion de PTP1 de lugar
a un incremento, aunque sea ligero, en la sefializacién de ambas rutas es otra evidencia
adicional en este sentido. Ademas, hemos comprobado que, en sobreexpresion, Ptp1 reduce
notablemente la transcripcion de FUS7 en un mutante ste20A expresando el alelo hiperactivo
Ste11-4, que es el mismo que fue utilizado en la identificacion de Ptp2 y Ptp3 (Zhan et al., 1997).
Sin embargo, otros autores observaron que Ptp1 no era capaz de reducir los niveles de
expresion de genes que contienen en su regién promotora la secuencia PRE (Pheromone
Response Element) (Zhan y Guan, 1999). Quizés la expresion de Ptp1 desde un vector
episomico sea insuficiente para ver un efecto y se necesite un promotor mas fuerte, como el
promotor GAL1 que hemos utilizado en nuestro trabajo. En cuanto a una posible funcién sobre la
ruta CWI, en estudios previos se observd que la sobreexpresion de Ptp1 rescata la letalidad
sintética del doble mutante ptp2Aptc1A (Maeda et al., 1993), lo que la relaciona funcionalmente
con estas dos fosfatasas que actlan sobre dicha ruta. A través de experimentos de interaccion
empleando microarrays de proteinas se ha detectado que Ptp1 es también capaz de unirse a la
MAPK Kss1 y que su sobreexpresion suprime la aparicion de pseudohifas (Fasolo et al., 2011).
Por tanto, Ptp1 podria estar regulando tres rutas de sefializacién a través de la desfosforilacion

de tres MAPKs distintas: SIt2, Fus3 y Kss1. De hecho, Ptp1 ya habia sido descrita previamente
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como una enzima con amplia especificidad de sustrato, tanto en ensayos in vivo como in vitro
(Wilson et al., 1995). Sin embargo, la sobreexpresion de Ptp1 no rescata la letalidad de los
mutantes ypd1A o sin1A de la ruta de respuesta a alta osmolaridad (Maeda et al., 1993;Maeda et
al., 1994). De esta forma parece que su actividad podria limitarse a las MAPKs de tipo ERK, lo
que la diferencia claramente de Ptp2 y Ptp3, que son ademas reguladores negativos de Hog1.
En relacién al mecanismo de union de Ptp1 a Fus3 y SIt2, podria ser similar al que utilizan otras
PTPs conocidas que actuan sobre MAPKs. Se sabe que Ptp3 necesita dos motivos dentro del
dominio CH2 (caracteristico de las MKPs de mamiferos y ausente en Ptp2) para interaccionar
con el common docking de Fus3 (Zhan y Guan, 1999), mientras que se desconocen los motivos
que median la uniéon de estas PTPs con SIt2. La tirosin fosfatasa Ptp1 consta de 335
aminoacidos, mientras que Ptp2 y Ptp3 presentan secuencias mucho mas largas (750 y 928
aminoacidos respectivamente). Por ello, el extremo regulatorio aminoterminal de Ptp1 se
extiende solo 50 aminoacidos antes del comienzo del dominio fosfatasa. En un anélisis
preliminar de esta region, hemos encontrado residuos de arginina y de leucina que podrian
formar parte de un dominio D o KIM incompleto y por tanto participar en la unién a las MAPKs
Fus3, SIt2 y Kss1, mientras que no aparece ningun motivo IYT. En cualquier caso, cabe la
posibilidad de que, al igual que ocurre con Msg5, Ptp1 utilice mecanismos distintos en la

interaccion con diferentes MAPKSs.

Relacion entre Ptc1 vy las MAPKKs Mkk1 y Mkk2 en la

requlacion de la ruta de integridad celular

Las fosfatasas PP2C son, junto con las PTPs, las enzimas mas versatiles y activas sobre rutas
de MAPKs en S. cerevisiae. La serin-treonin fosfatasa Ptc1 actia como regulador negativo de la
ruta de alta osmolaridad desfosforilando a la MAPK Hog1 (Warmka et al., 2001) gracias a la
interaccidn de la proteina adaptadora Nbp2 con la MAPKK Pbs2 (Mapes y Ota 2004). Asimismo,
varios trabajos han mostrado que Ptc1 realiza sus funciones sobre la ruta de integridad por
medio de la interaccion de Nbp2 sobre Bck1 (Stanger et al., 2012). Sin embargo, como
mostramos en este trabajo, este requerimiento parece ser dispensable en condiciones de
sobreexpresion de Ptc1 y no es debido a la pérdida de especificidad, ya que no da lugar a una
reduccion de la fosforilacion de Fus3 en condiciones de hiperactivacion de la ruta de
apareamiento. En este mismo sentido, se ha descrito que la sobreexpresién de Ptc1 suprime el

fenotipo termosensible de un mutante nbp2A pero no al revés (Okhuni et al., 2003).
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Los experimentos de epistasis realizados en este trabajo utilizando alelos hiperactivos de Pkc1,
Bck1 y Mkk1 en cepas delecionadas en elementos superiores de la ruta muestran que Ptc1
regula negativamente la ruta de integridad celular actuando a nivel de las MAPKKs Mkk1 y Mkk2.
Esta es la primera vez que se describe en esta levadura un caso de regulacién negativa por una
protein fosfatasa dentro del modulo de MAPKSs a un nivel distinto del de la MAPK. Sin embargo,
en mamiferos es bastante comun que fosfatasas pertenecientes a la familia PP2C actien
desfosforilando MAPKKs o MAPKKKSs. Por ejemplo, la isoforma PP2Ca inactiva a las MAPKKs
de p38, MKK3/6 (Takekawa et al., 1998) y a las de JNK, MKK4/7 (Hanada et al., 1998), mientras
que las isoformas PP2CZ y PP2Cp desfosforilan a la MAPKKK TAK1 que interviene en varias
rutas (Hanada et al., 2001;Saito et al., 2007). Por otro lado, no se ha descrito que alguna PP2C
sea capaz de regular rutas mediadas por ERK en mamiferos, mientras que en la levadura S.

cerevisiae Ptc1 actla sobre una ruta de MAPKs de tipo ERK (ruta CWI).

También se ha descrito que Ptc1 desfosforila a la proteina scaffold Ste5 desencadenando la
disociacion de Fus3 del complejo y la consiguiente expresion de genes que promueven la
formacion de shmoos (Malleshaiah et al., 2010). Por tanto, Ptc1 es capaz de desfosforilar tres
rutas de MAPKs en tres niveles distintos, pudiendo actuar tanto como regulador negativo como
positivo. A diferencia de Msg5 que emplea distintos dominios para unirse a diferentes MAPKs,
Ptc1 siempre parece actuar a través de Nbp2. Resulta curioso que la proteina con la que
interacciona Nbp2 no suele ser el sustrato al que Ptc1 desfosforila (Nbp2 se une Bck1 en la ruta
CWI'y a Pbs2 en la ruta HOG) lo que la diferencia de otros miembros de su familia como Ptc2,

que se une directamente y desfosforila a Hog1 (Young et al., 2002).

En este trabajo hemos identificado ademas la existencia de una relacion genética positiva entre
Mkk1 y Ptc1, que ha puesto de manifiesto la diferencia funcional entre las MAPKKs Mkk1 y
Mkk2. Nuestro grupo ya habia observado que un mutante mkk1A presenta menores niveles de
fosfo-SIt2 que una cepa silvestre o un mutante mkk2A tras estimulacién de la ruta CWI (Martin et
al., 2000); sin embargo, en trabajos posteriores Mkk1 y Mkk2 fueron consideradas redundantes
(Jiménez-Sanchez et al., 2007). Los resultados del presente trabajo, fundamentalmente gracias
al uso del mutante carente de Ptc1, aportan nuevas evidencias para aclarar esta cuestion. El
mecanismo compensatorio dependiente de la ruta de integridad conlleva una remodelacion de la
pared celular y es esencial para lograr la supervivencia frente a condiciones adversas del medio
externo, pero una respuesta excesiva, como la que produce la sobreexpresion de los alelos
hiperactivos de Pkc1 o Mkk1 (Watanabe et al., 1995;Martin et al., 2000), puede ser igual de
dafiina que una falta de respuesta. Los mutantes pfc1A presentan altos niveles de fosfo-Sit2
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incluso en condiciones basales (Gonzalez et al., 2006) y son sensibles a blanco de calcofltor
(Ram et al., 1994) o rojo Congo (de Nobel et al., 2000). La hiperactivacion de la ruta CWI es la
causa de estos fenotipos ya que la delecién de RLM1 reduce la sensibilidad del mutante ptc1A a
estos agentes que alteran la pared celular (Gonzalez et al., 2006). El hecho de que la eliminacion
de Mkk1 y no de Mkk2 disminuya los niveles de fosfo-SIt2 y de expresion de MLP1 en células
deficientes en Ptc1, y que esto conlleve también una reduccion en la sensibilidad a este tipo de
compuestos, pone de manifiesto que Mkk1 es la principal MAPKK que activa a SIt2. En este
sentido, nuestros datos apuntan a que existen diferencias funcionales intrinsecas entre estas dos
MAPKKSs ya que Mkk1 transmite la sefial hacia Slt2 de forma mas efectiva, no sélo en ausencia

de Ptc1, sino frente a distintas condiciones de activacién de la cascada.

Se ha propuesto que Ptc1 participa en procesos celulares muy diversos. Los mutantes ptc1A son
sensibles a cationes (Ruiz et al., 2006), pH alcalino (Serrano et al., 2004), presentan defectos en
la morfologia vacuolar y un patrén de gemacion anormal a 37°C (Gonzalez et al., 2006). En
colaboracion con el grupo de investigacion del doctor Joaquin Arifio actualmente se esta
estudiando como afecta la delecion de MKK1 conjuntamente con la de PTC1 sobre todos estos
fenotipos con objeto de discernir si se deben a una hiperactivacion de la ruta de integridad
celular o bien a otros efectos relacionados con otras funciones celulares de Ptc1.

Ademas de Ptc1, los resultados de los rastreos llevados a cabo en este trabajo sugieren que
Ptc2, otro miembro de la familia PP2C, podria desfosforilar a las MAPKKs o a la MAPK de las
rutas de apareamiento e integridad celular (Figura 74). Esta enzima se caracterizaria por tener
una amplia especificidad de sustrato debido a que también regula negativamente la ruta de alta
osmolaridad (Young et al., 2002). Asimismo nuestros resultados indican que Ptc4 podria estar
regulando la fosforilacién de Mkk1/2 o de SlIt2. De hecho, ya se habia descrito con anterioridad
que la sobreexpresion de Ptc2 o Ptc4 suprime la letalidad de un mutante nbp2A a alta
temperatura (Okhuni et al., 2003). Segun nuestros datos, la sobreexpresion de las fosfatasas
Ptc2 o Ptc4 en un mutante nbp2A disminuiria la elevada fosforilacion de Slt2 a través de una
regulacién negativa sobre las MAPKKs o la propia MAPK favoreciendo de este modo el

crecimiento de un mutante nbp24 a elevada temperatura.

En definitiva, los datos presentados en esta tesis doctoral han generado nueva informacion sobre
la regulacion negativa que ejercen las protein fosfatasas en las cascadas de sefalizacion
mediadas por MAPKs en S. cerevisiae y podrian extrapolarse satisfactoriamente a otros
organismos eucarioticos. Nuestros estudios evidencian la elevada complejidad y diversidad de

regulacion de estas rutas, ponen de manifiesto la importancia del mantenimiento de la
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intensidad, amplitud y duracion de la respuesta y abren nuevos interrogantes para resolver en

investigaciones futuras.
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1. A central region (amino acids 274-373) of the MAPK Slt2 and the pseudokinase Mip1 is
responsible for binding to the MKP Msg5.

2. The Common Docking domain of SIt2 and Mip1 is not involved in the interaction with Msg5 but
is required for binding between SIt2 and the MAPKK Mkk1.

3. The N-terminal IYT motif of the MKPs Msg5 and Sdp1 is necessary for the interaction with the
MAPK Slt2 and the pseudokinase Mip1.

4. The IYT motif within Msg5 is required for the the phosphorylation of this MKP by SIt2 in the

presence of a cell wall stress.

5. The overexpression of the catalytically inactive versions of Msg5 or Sdp1 triggers Slt2 trapping
effects characterized by an increase in phosphorylated-Slt2 levels, an accumulation of this MAPK

outside the nucleus and a reduction in MLP1- driven transcription.
6. The IYT motif is essential for the catalytic inactive versions of Msg5 and Sdp1 to trap Sit2.

7. Among the 16 putative MAPK phosphorylation sites within Msg5, the ones located in the C-
terminal extension are responsible for the mobility shift experienced by this MKP after stimulation
of the CWI pathway.

8. The protein phosphatases Ppq1, Ptc2, Ptp1 and Oca2 are putative novel negative regulators of
the MAPK module of the mating pathway, and Ptc2, Ptc4, Ptp1 and Oca2 of the MAPK module of
the CWI pathway

9. The tyrosine phosphatase Ptp1 physically interacts with the CWI and mating MAPKs SIt2 and

Fus3 respectively and negatively regulates both pathways.

10. The DSP Yvh1 is important for the maintenance of cell wall integrity in an independent

manner of its catalytic activity.

11. The MAPKKs Mkk1 and Mkk2 are targets of the serine/threonine phosphatase Ptc1 in the
CWI pathway.

12. The kinase activity of Mkk1 but not Mkk2 is required for the increased CWI signaling
displayed by ptc1A mutants due to the principal role of Mkk1 in transmitting signaling through this
pathway.
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