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RESUMEN

Las rutas de sefializacion mediadas por MAP quinasas (MAPK) tienen un papel
fundamental en la respuesta de células eucariotas frente a estimulos ambientales. La levadura
con fisién Schizosaccharomyces pombe representa un modelo particularmente adecuado para
abordar estudios basicos sobre dichas rutas de sefializacién, debido a la gran homologia
funcional que existe entre sus circuitos reguladores y los de organismos superiores. En S.
pombe, la ruta de MAPKs de integridad celular (CIP) participa en la regulacion de numerosos
procesos bioldgicos como la construccion de la pared celular, la citocinesis, la morfogénesis, la
fusion de vacuolas durante el estrés hipotdnico, y la homeostasis idnica mediante la
modulacién de la activacién de la MAPK Pmk1 en respuesta a cambios en las condiciones

ambientales.

Aunque la GTPasa Rho2 es el principal activador de la ruta de integridad celular a través
del ortélogo de PKC Pck2, Pmk1 puede ser activada en ausencia de ambos dependiendo de la
naturaleza del estimulo recibido, lo que indica la existencia de elementos reguladores
adicionales aguas arriba del mdédulo de MAPKs. Se ha propuesto a la GTPasa Rhol como
candidata para tal funciéon, mientras que el ortdlogo de PKC Pckl parece regular
negativamente la actividad de la CIP. Hemos investigado el posible papel de Rhol y Pckl como
reguladores de la CIP empleando un mutante hipoactivo de Rhol (rho1-596) y un mutante
carente de Pckl en distintos fondos genéticos. Las evidencias obtenidas mostraron que Rholy
Pckl son activadores de la ruta adicionalmente a Rho2 y Pck2, lo que pone de manifiesto la
naturaleza ramificada de los mecanismos de sefalizacidon que actuan aguas arriba del mddulo

de MAPKs.

Por otra parte Rho2 se localiza en la membrana plasmatica y en el area de divisidn celular,
y es farnesilada in vivo en el motivo -CAAX de su extremo C-terminal, siendo esta modificacién
esencial para su localizacién y funcién activadora de la CIP. Sin embargo, la presencia de un
residuo de cisteina previo al motivo -CAAX sugiere que Rho2 podria encontrarse palmitoilada
en dicho residuo. Para estudiar la relevancia biolégica de la palmitoilacion de Rho2 creamos
una serie de cepas que expresan versiones mutantes tanto de Rho2 como de Rho1l afectadas
en lipidacién, y estudiamos su localizacién y funcidon bioldgica. Los resultados obtenidos
permitieron concluir que en la levadura con fision, la GTPasa Rho2 es palmitoilada in vivo,
siendo esta modificacién critica para su correcta localizacion en membrana plasmatica y para

ejercer su regulacién de la morfogénesis y la ruta de integridad celular.



Por ultimo, son numerosos los estudios que han puesto de manifiesto la importancia de la
localizacién subcelular de los componentes de los mddulos de MAP quinasas en la respuesta a
estrés. En el caso de la ruta de integridad celular, la MAPK Pmk1 muestra una localizacidon
nucleo/citoplasmatica constitutiva, asi como en el huso mitético, el corpusculo polar del huso,
y en el septo durante la separacién celular. Sin embargo, a diferencia del modelo descrito en
ERK1/2 en mamiferos, el patron de localizacion de Pmk1 no se modifica en respuesta a estrés,
lo que indica que tanto la forma activa como inactiva de la MAP quinasa son capaces de entrar
en el nucleo. En base a esto, nos planteamos el estudio de la relevancia biolégica de la
localizacién nuclear de Pmkl sobre su funcidon biolégica. Para ello recurrimos a la
caracterizaciéon de mutantes de S. pombe que expresan una versién de Pmkl anclada a la
membrana plasmatica y excluida del ndcleo constitutivamente en distintos fondos genéticos.
Los resultados mostraron que aunque la localizacidon nuclear de Pmk1 en Schizosaccharomyces
pombe no es critica para ejercer la mayor parte de sus funciones bioldgicas, si es necesaria
para la regulacion transcripcional en respuesta al estrés de pared celular, lo que revela la
importancia del control espacio-temporal de la actividad de las MAPKs en los organismos

eucariotas.
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Introduccion

1. CARACTERISTICAS GENERALES DE Schizosaccharomyces pombe

La levadura Schizosaccharomyces pombe (Figura 1.1) fue aislada por primera vez por
Linder en 1983 a partir de cerveza de mijo elaborada en ciertas regiones de Africa. Su nombre
genérico hace referencia por un lado a su condicion de levadura (-Saccharomyces), y por otro a
su mecanismo de division por fisidn (Schizo-). En cuanto al epiteto, indica el nombre local de la
cerveza elaborada con esta levadura. Sin embargo, la mayoria de las estirpes silvestres y
mutantes de S. pombe que se utilizan en los laboratorios proceden de un aislamiento realizado
en Europa por A. Osterwalder en 1921 a partir de mosto. En los afios 40 Urs Leupold
caracterizd genéticamente a S.pombe, y en 1950 Murdoch Mitchison reconocié su potencial
Unico para los estudios de crecimiento y divisidon celular debido a su peculiar morfologia y
forma de division. Posteriormente, en los afios 70, Paul Nurse combind con éxito los estudios
de Mitchison con la aproximacidon genética de Leupold, dando lugar a un incremento

exponencial en el empleo de esta levadura como modelo experimental.

S. pombe es un eucariota unicelular que forma colonias de células libres inmdviles.
Durante el crecimiento vegetativo su morfologia es cilindrica, con un tamafio de 12-15 um de

longitud y un diametro de 3-4 um (Figura 1.1).

Figura 1.1 Imagenes de la levadura con fision Schizosaccharomyces pombe mediante diversas técnicas

microscopicas.

Taxondmicamente, S. pombe, al igual que Saccharomyces cerevisiae, pertenece al grupo
de los ascomicetos (Tabla 1.1). Sin embargo, el andlisis de sus genomas ha puesto de
manifiesto que ambas levaduras se separaron evolutivamente hace 1000-1200 millones de
afios (Sipiczki, 2000, Heckman et al., 2001, James et al., 2006), coincidiendo aproximadamente
con la separacion de los hongos de plantas y metazoos. De hecho, la divergencia observada
entre algunos genes homodlogos de S. pombe y S. cerevisiae es tan grande como la que

presentan con sus respectivos homélogos en humanos.
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Tabla 1.1 Clasificacion taxonémica de Schizosaccharomyces pombe.

REINO Hongos
SUBREINO Dikarya

FILO Ascomycota
SUBFILO Taphrimycotina
CLASE Schizosaccharomycetes
ORDEN Schizosaccharomycetales
FAMILIA Schizosaccharomycetaceae
GENERO Schizosaccharomyces

ESPECIE Schizosaccharomyces pombe

El genoma de S. pombe esta totalmente secuenciado (3 cromosomas, ~14 Mb, Wood et
al., 2002), y su ciclo biolégico es rapido y principalmente haploide, lo que facilita su
manipulacion genética y lo hace especialmente apropiado como organismo modelo en biologia
celular. Al tratarse de un eucariota simple, posee un alto grado de similitud con células de
organismos superiores en lo que se refiere a procesos bioldgicos tales como la organizacidn del
citoesqueleto, la compartimentalizacion celular, o el procesamiento de ARN, entre otros.
Ademads, su mecanismo de divisidon por biparticidn la convierte en idénea para el estudio del
ciclo celular, ya que, atendiendo a su morfologia, es relativamente sencillo identificar la fase
del ciclo en que se encuentra. Por otro lado, sus proteinas se encuentran fuertemente
conservadas evolutivamente en relacion a organismos superiores, siendo un organismo
enormemente atractivo para el estudio de rutas de sefalizacidn y transduccidn de seiales.
Finalmente, al tratarse de un hongo, posee una pared celular rigida que lo protege
mecanicamente y mantiene la forma y la estabilidad osmética. Esta caracteristica permite su
empleo como modelo para el estudio de los procesos implicados en la formacién, biosintesis y
degradaciéon de este componente celular, y en la identificacion y cribado de farmacos

antifungicos.

1.1 Ciclo de vida de S. pombe

En condiciones favorables de crecimiento, S. pombe es haploide y se divide asexualmente
por mitosis (ciclo mitético; Figura 1.2). Sin embargo, cuando las condiciones externas
empeoran y las células detectan la falta de nutrientes, S. pombe puede entrar en un estado de
latencia (fase estacionaria), o bien iniciar el ciclo sexual por conjugacion entre tipos sexuales

2
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opuestos, denominados h* y h™ (cepas heterotalicas). Por otro lado, existen cepas homotilicas
90 . , . . ,
(h™) capaces de conjugar entre si, ya que en condiciones adversas algunas células pueden

variar el tipo sexual.
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Figura 1.2 Ciclo de vida de S. pombe.

En medios de cultivo ricos en glucosa el ciclo vegetativo de una cepa haploide de S.
pombe tiene una duracién aproximada de entre 2 y 4 horas. Cuando las células detectan la
limitaciéon de nutrientes, y en especial en ausencia de nitrégeno, se induce el ciclo sexual
(Figura 1.2). Las células bloquean su ciclo celular en la fase G1, y cuando en la poblacién
existen ambos tipos sexuales (h* y h'), comienza el proceso de conjugacién. Dos células de sexo
opuesto se reconocen mediante feromonas y a continuacién se produce la elongacién de las
células hacia la fuente emisora de feromonas del sexo contrario (“shmooing”). Las dos células
se fusionan dando lugar a un zigoto diploide que inicia un proceso de meiosis que concluye con
la formacion de un asca con cuatro esporas haploides (Figura 1.2). Finalmente las paredes del
asca se autolisan, liberando los cuatro productos meidticos que pueden sobrevivir durante
largos periodos de tiempo en condiciones abidticas (Leupold, 1950). Cuando las condiciones
ambientales lo permiten, las esporas germinan y entran nuevamente en el ciclo mitético

(Yamamoto et al., 1997) (Figural.2).
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Alternativamente, el zigoto puede mantenerse en un ciclo vegetativo diploide si las
condiciones nutricionales mejoran en el momento de su formacién. Sin embargo los zigotos
son bastante inestables, y si las condiciones siguen siendo desfavorables inician la meiosis sin
necesidad de conjugar, originando ascas azigdticas constituidas por cuatro ascosporas

haploides (Figura 1.2).

Dado que se trata de un organismo eucariota, el ciclo mitdtico de Schizosaccharomyces
pombe estd dividido en cuatro fases: G1, S, G2 y M (Mitchison, 1970; Figura 1.2). La fase G1 o
“Gap 1” tiene lugar entre la mitosis y la replicacién de los cromosomas, y se caracteriza por la
sintesis de ARN y proteinas necesarias para la duplicaciéon del ADN. Es en esta fase en la que,
en caso de limitacidn de nutrientes, las células inician el ciclo sexual. A continuacién tiene lugar
la fase S, en la que se produce la replicacién del DNA. En S. pombe, la duraciéon de la fase G1 es
relativamente corta, pues tras la division las células hijas ya poseen un tamafio suficiente para

iniciar la duplicacion del material genético (MacNeill y Fantes, 1997) (Figura 1.2).

La fase G2 es un periodo muy largo que en S. pombe llega a ocupar el 70% del ciclo
celular, produciéndose el incremento de la masa y/o volumen celular. Cuando se alcanza un
tamafio critico, comienza la mitosis (fase M), produciéndose la condensacién de los
cromosomas, la formacién del huso mitético, y la segregacién de las cromatidas hermanas
hacia ambos polos celulares (Hagan y Hyams, 1988) (Figura 1.2). Tras la mitosis se produce la
division celular (citocinesis) mediante la formacién de un septo de divisién en el centro de la
célula. El septo primario, rico en B-glucano, comienza a crecer desde la superficie interna de la
pared celular hasta dividir el citoplasma en dos partes iguales. A continuacion, cada célula hija
contribuye a la formacion de un septo secundario a ambos lados del primario. La formacion del
septo maduro, compuesto por tres capas (primario y dos secundarios), finaliza durante la fase
G1. La separacién celular comienza con la degradacion de la pared celular que limita el septo, y
que progresa hacia el interior del septo primario, liberandose asi las dos células hijas al
comienzo de la fase S. Las fases M, G1 y S se suceden normalmente antes de la separacion
fisica de las dos células hijas, por lo que cuando esto ocurre ya se encuentran en fase G2
temprana (MacNeill y Fantes, 1997) (Figura 1.2).

Tras la division celular, el crecimiento de las células hijas se produce de forma monopolar
por el polo existente en el ciclo celular anterior (polo “viejo”). Una vez alcanzan una masa
critica determinada, se inicia el crecimiento simultaneo por el polo “nuevo” originado a partir
de la divisidon de la célula madre en dos células hijas. Esta activacion del crecimiento bipolar
conocida como NETO, (“New End Take Off’) se inicia en la fase G2 o “Gap 2”. La transicidon
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entre las distintas etapas del ciclo celular es un proceso altamente regulado en el que las

proteinas participantes se sintetizan y/o activan de forma periddica.

2. LAS GTPasas DE LA FAMILIA RHO

2.1 Caracteristicas generales

Las GTPasas de la familia Rho son un subgrupo de proteinas pertenecientes a la
superfamilia de proteinas G pequefias (también conocidas como superfamilia Ras) que estan
presentes en todas las células eucariotas y presentan un alto grado de conservacidn. Se trata
de moléculas monoméricas con una masa molecular que varia entre 20 y 40 KDa, siendo
similares bioquimica y funcionalmente a la subunidad a de las proteina G heterotriméricas
(Hughes, 1983; Wenneberg et al., 2005). Las GTPasas Rho regulan multitud de procesos
celulares como la organizacién del citoesqueleto, la citocinesis, el trafico de vesiculas, la
expresion génica, o el transporte nucleo-citoplasma (Bustelo et al., 2007; Jaffe y Hall, 2005).
Intervienen por tanto en procesos fisioldgicos fundamentales como la embriogénesis, el
mantenimiento de polaridad celular, y la adhesion, migracién, o diferenciacion celular. Dada su
relevancia funcional las GTPasas Rho estan relacionadas directa o indirectamente con distintas
patologias, existiendo un amplio campo de investigacién en torno a ellas (Williams y Rottner,

2010).

La superfamilia Ras estad formada por cinco subfamilias (Tabla 2.1): Ras (“Rat Sarcoma”),
implicada esencialmente en proliferacion celular; Rho (“Ras homologous”), reguladoras de los
procesos anteriormente mencionados; Rab (“Ras-like proteins in brain”), implicadas en
transporte vesicular y trafico de proteinas; Ran (“Ras-like nuclear proteins”), que participan en
el intercambio de ARN y proteinas entre citoplasma y nucleo; y Arf (“ADP ribosylation factor”),
implicadas también en transporte intracelular de vesiculas. A su vez la subfamilia de GTPasas
Rho esta formada por unos 20 miembros, siendo los mas estudiados en mamiferos RhoA, Racl,
y Cdc42. RhoA esta implicada en la formacion de fibras de estrés y ensamblaje de focos de
adhesién. Racl participa en la formacién de lamelipodios y plegamientos de membrana,
mientras que Cdc42 promueve la formacidn de parches de actina y filopodios (Wenneberg et
al., 2005). Los tres miembros de la subfamilia Rho participan por tanto en rutas de
transduccion de sefiales que modulan el ensamblaje de diferentes estructuras mediante
filamentos de actina. Adicionalmente, regulan otros procesos como polaridad, transcripcion,
ciclo celular, dindmica de microtubulos, o transporte vesicular (Etienne-Manneville y Hall,
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2002). Dada la amplia variedad y relevancia de procesos en que participan, la actividad de las
Rho GTPasas se encuentra regulada de manera muy precisa a nivel espacio temporal

(Wenneberg et al., 2005), como veremos mas adelante.

Tabla 2.1 Clasificacién funcional de la superfamilia de GTPasas Ras.

Funciones Miembros

Subfamilia . .
Principales representativos

Control de la expresion,
proliferacién celular, Ras, Rab, R-Ras, Ral, Rheb
diferenciacidn, supervivencia
Reorganizacion del
citoesqueleto, progresién del Rac, Rho, Cdc42
ciclo celular, expresion génica
Trafico vesicular, vias

" . Rab1, Rab6
endociticas y secretorias
Transporte nucleoplasmatico Ran
de ARN y proteinas
Regulacion de trafico vesicular Arfl, Arfé

Desde el punto de vista bioquimico, los miembros de la superfamilia Ras tienen la
capacidad de unir nucleétidos Guanina (GTP o GDP), y ademas poseen actividad GTPasa
intrinseca que permite la hidrélisis del GTP al que se encuentran unidas, dando lugar a GDP y

fosfato inorganico (Figura 2.1)

0
(0] | fo)
GOP—O0—P ——( +H0 =—3> GDP— 0___._. P OH, = GDP—— () +0 =—=P +OH+H
0
/\ o]

Figura 2.1 Hidrdlisis de GTP por GTPasas de la superfamilia RAS.

Ademas, estas proteinas contienen dos regiones “Switch” (Switch |y Switch Il) y una regién
“P-loop”. Ambas regiones interaccionan con grupos fosfato, y requieren la presencia del ion
magnesio (Mg”*), permitiendo una unién de alta afinidad entre la GTPasa y el nucledtido de
guanina (Vetter y Wittinghofer, 2001) (Figura 2.2). Sin embargo, a pesar de su elevada afinidad
por GDP y GTP, las GTPasas Rho son funcionalmente activas sélo cuando estdn unidas a GTP,

exponiendo entonces su regidn de interaccidn con las proteinas diana.
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Figura 2.2 Estructura de las proteinas de la superfamilia Ras (tomado de Vetter y Wittinghofer, 2001).

En resumen, y de manera similar al resto de miembros de la superfamilia Ras, las proteinas
Rho alternan dos estados conformacionales: uno activo cuando se encuentran unidas a GTP, y
otro inactivo en el que la unién es a GDP. Por tanto actian como interruptores moleculares, de
forma que en su estado activo (unido a GTP), reconocen sus proteinas diana y generan una
respuesta que termina cuando el GTP es hidrolizado y Rho es apagado (unido a GDP) (Etienne-

Manneville y Hall 2002) (Figura 2.3).

ESTIMULO

GTP r » ‘/Pi
GDP X /*/

iFECTORE ;'——

Figura 2.3 Ciclo de activacion/desactivacion de GTPasas Rho.

Hasta ahora se han descrito mdas de setenta moléculas efectoras potenciales para los
miembros de la familia de proteinas Rho mds estudiados (RhoA, Racl y Cdc42). Entre ellas se
encuentran quinasas, lipasas, oxidasas, y proteinas adaptadoras (Jaffe y Hall, 2005).
Frecuentemente las GTPasas actlan como activadores aguas arriba en rutas de sefializacion
reguladas por médulos de MAP quinasas, que a su vez activan/desactivan a distintos factores

de transcripcidn (Banuett, 1998; Vojtek y Cooper, 1995).
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2.2 Regulacidn

La simplicidad del mecanismo de accidn de las GTPasas Rho contrasta con la complejidad
de las rutas que regulan. Curiosamente, pese a tener una alta afinidad por GTP o GDP, su
actividad GTPasa intrinseca no es elevada, por lo que el intercambio entre GTP y GDP es poco
eficiente (Arellano el al., 1999). Por esta razén la unidn de las GTPasas Rho a GTP/GDP se
encuentra regulada por un numeroso grupo de proteinas (Wenneberg, 2005). La identificacion
y caracterizacion de dichos reguladores ha sido crucial para entender el funcionamiento de las

GTPasas (Arellano el al., 1999).

La actividad de las Rho GTPasas es regulada por tres tipos de proteinas fundamentales
(Figura 2.4):
- GEFs (“Guanine nucledtide echange factors”)
- GAPs (“GTPase activating proteins”)

- GDlIs (“GDP Dissociation inhibitor”)

ESTIMULO
GTP /
GEFs
-
GDP

iFECTORES —

Figura 2.4 Reguladores del estado de activacion de las GTPasas Rho.

2.2.1 GEFs (Guanine nucleodtide echange factors)

Controlan la transicion de GDP a GTP ya que al interaccionar con la GTPasa unida a GDP
modifican el sitio de unidn al nucledtido, facilitando asi la disociacidn del GDP y su sustitucion
por GTP (Vetter y Wittinghofer, 2001). Como consecuencia de la interaccién del GEF con la
GTPasa se producen una serie de cambios conformacionales que bloquean el sitio de unién a
Mg®*, debilitindose la unién a los fosfatos y facilitando la liberacién del nucleétido. Dado que
la concentracion de GDP en la célula es 10 veces menor que la de GTP, este nucledtido es el

primero en unirse a la GTPasa tras la disociacion del GDP.
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2.2.2 GAPs (GTPase activating proteins)

La actividad GTPasa intrinseca de las proteinas Rho permite la hidrélisis de GTP a GDP, lo
que favorece un cambio conformacional que inactiva la proteina. Sin embargo dicho proceso
es muy poco eficiente en las GTPasas Rho, por lo que necesitan una proteina GAP que acelere
la reaccién. Las proteinas GAP son activadoras de la actividad GTPasa que permite la correcta

hidrélisis de GTP a GDP, favoreciendo el mantenimiento del estado inactivo de la proteina.

El nimero de RhoGEFs y RhoGAPs es claramente superior al nimero de proteinas Rho, y
una misma proteina Rho puede ser regulada por mas de un GEF o GAP. Por el contrario, un
mismo GEF o GAP puede regular a mas de una proteina Rho. La existencia de esta "relacion
funcional promiscua" sugiere que la actividad de proteinas Rho es modulada por distintos GEFs
0 GAPs dependiendo del contexto bioldgico (Pérez y Rincdn, 2010). Por otro lado, las GEFs y
GAPs son proteinas multidominio capaces de unirse a otras proteinas y a distintas membranas
bioldgicas. Ello no solo les permite modificar el estado de activacién de las GTPasas, sino
también actuar como proteinas adaptadoras, favoreciendo la localizacién adecuada de la

GTPasa para ejercer su funcion sefializadora (Pérez y Rincdn, 2010).

2.2.3 GDIs (GDP Dissociation inhibitor)

Actuan regulando negativamente a las proteinas Rho a tres niveles:

- Inhibiendo la disociacién de GDP, manteniendo asi a la GTPasa en forma inactiva.

- Interaccionando con la GTPasa unida a GTP, bloqueando asi la hidrdlisis del
nucledtido e impidiendo que la GTPasa activa se ponga en contacto con sus
efectores.

- Extrayendo la GTPasa de la membrana mediante el enmascaramiento de su grupo

prenilo, impidiendo asi su unién a GEFs.

Durante mucho tiempo las proteinas GEFs, GAPs y GDIs han sido consideradas como los
principales reguladores de las proteinas Rho. Sin embargo, evidencias recientes han
demostrado que su actividad puede ser regulada mediante mecanismos adicionales (Boulter et

al., 2012; ver mds adelante).
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2.3 GTPasas Rho en S. pombe

El genoma de S. pombe presenta seis genes que codifican proteinas Rho: Rhol, Rho2,
Rho3, Rho4, Rho5 y Cdc42. Rhol y Rho2, que seran descritas con detalle a continuacidn, estan
implicadas en el control de la morfogénesis y en el mantenimiento de la polaridad e integridad
celulares (Pérez y Cansado, 2010). Rho3 participa en la separacion de las dos células hijas al
final de la citocinesis mediante la regulacion del complejo del exocisto (Wang el al., 2003),
ademas de ser un posible regulador de la integridad celular (Ma el al., 2006). Rho4 estd
implicada en el control de la citocinesis mediante la regulacion de las glucanasas Engl y Agnl
(Santos et al., 2005). Rho5 parece tener un papel en el control en la fase estacionaria de
crecimiento y en la formacidn de ascosporas (Rincdn et al., 2006). Ademas puede sustituir
funcionalmente a Rhol en el mantenimiento de la integridad celular y organizacién del
citoesqueleto de actina, aunque no es tan efectivo como éste. Cdc42 es esencial y regula la
progresion y crecimiento celulares, la reorganizacién del citoesqueleto de actina, y la polaridad

y sefializacion celulares (Miller y Johnson, 1994) (ver apartado 2.5).

2.3.1Rhol

El gen rhol® se aislé por primera vez a partir de una genoteca de ADNc de S.pombe
utilizando como sonda RhoA humano (Nakano y Mabuchi, 1995). Rhol presenta un 73% de
identidad a nivel de su secuencia de aminodacidos con Rhol de S.cerevisiae y un 67% con RhoA

humano (Nakano y Mabuchi, 1995).

La GTPasa Rhol es esencial y participa en la regulacidn de la biosintesis de pared celular y
el citoesqueleto de actina (Arellano et al., 1996; Nakano et al., 1997). Su localizacién subcelular
depende de la fase del ciclo celular, y estd definida en los sitios de crecimiento activo y en el
septo durante la separacion celular (Arellano et al., 1996; Nakano et al., 1997). la
sobreexpresion de Rhol provoca que las células presenten una pared celular engrosada y que
aparezcan encadenadas, lo que sugiere una funcién reguladora de la citocinesis (Arellano et
al., 1999b; Arellano et al., 1997). De hecho, recientemente se ha demostrado que la paxilina
(PxI1), una proteina implicada en formacidn y contraccion del anillo de actomiosina, también

modula la actividad de Rho1l durante la citocinesis (Pinar et al., 2008).

La delecion de Rhol es letal, provocando una disminucion acusada de la actividad de la B
(1,3)-glucan sintasa y lisis celular que no son suprimidas mediante estabilizacidn osmética

(Arellano et al., 1997). Ello sugiere que el defecto en biosintesis de pared celular no es la Unica
10
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causa de la muerte celular en los mutantes carentes de dicha GTPasa (Viana et al., 2013). Rhol
también participa en la regulacion de la morfogénesis modulando directa o indirectamente el
citoesqueleto de actina. Asi, la sobreexpresién de un alelo constitutivamente activo de Rhol
(Rhol G15V) produce una pérdida completa de la polaridad y la aparicién de acumulos de
actina, mientras que su ausencia provoca la desorganizacién de los polimeros de actina
(Arellano et al., 1997). Como se explicard con mayor detalle en el apartado 4.4.2.1, Rhol ha
sido propuesto como posible miembro de la ruta de MAP quinasas de integridad celular

(Garcia et al., 2009a).

La activacion de Rhol es llevada a cabo por tres GEFs distintos (Figura 2.5):

- Rgfl, que activa a Rhol durante la fase NETO del crecimiento polarizado y durante
la biosintesis de pared celular (Garcia et al., 2006a; Garcia et al., 2009a).

- Rgf2, cuya funcidn es esencial durante la esporulacién, ademas de ejercer un papel
accesorio junto con Rgfl en el control del crecimiento polarizado (Garcia et al.,
2009b).

- Rgf3, que regula a Rho1 durante la citocinesis (Tajadura et al., 2004; Morrell-Falvey

et al., 2005; Mutoh et al., 2005; Garcia et al., 2006a).

BOISINTESIS DE PARED CELULAR
MORFOGENESIS
CITOCINESIS

Figura 2.5 Reguladores especificos de la GTPasa Rho1l.

Rho1 es regulado negativamente al menos por tres GAPs (Figura 2.5):

- Rgal, principal regulador negativo de Rhol, cuya ausencia da lugar a células con
paredes celulares muy finas y graves defectos morfogenéticos (Nakano el al.,

2001).

11
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- Rga5, que participa en la regulacién de la integridad celular y citocinesis (Calonge
etal., 2003).

- Rga8, cuya actividad es modulada por Shk1, es una proteina efectora de Cdc42, por
lo que esta GAP podria balancear la interaccion funcional entre ambas GTPasas

(Yang et al., 2003).

Rdi1, la Unica GDI presente en el proteoma de S. pombe, también regula negativamente la

actividad de Rhol, ademds de a Rho4 y Cdc42 (Figura 2.5) (Nakano el al., 2001).

2.3.2Rho2

El gen rho2’, al igual que rhol’, se identificd tras una busqueda de genes cuya
sobreexpresion causa aberraciones morfoldgicas (Hirata et al., 1998). Rho2 es una proteina
asociada a membrana que se localiza en sitios de crecimiento activo y en el septo (Hirata et al.,
1998), y participa en control de la polaridad celular, la reorganizacion del citoesqueleto de
actina, y la biosintesis de pared celular (Pérez y Cansado, 2010). Su sobreexpresion es letal,
causando alteraciones morfoldgicas, despolarizacidon de la actina y un aumento de la sintesis
del a-glucano (Calonge et al., 2000; Hirata et al., 1998). En cambio la delecién de Rho2 no es
letal, aunque provoca una morfologia celular redondeada y una mayor sensibilidad al
tratamiento con glucanasas (Hirata et al., 1998). Ambos fenotipos son rescatados parcialmente

por Rho1, lo que sugiere un cierto grado de solapamiento funcional entre ambas GTPasas.

Hasta el momento no se han identificado GEFs de Rho2 y solamente hay descritos 3 GAPs

qgue modulan negativamente su actividad (Figura 2.6):

BOISINTESIS DE PARED CELULAR
ORGANIZACION CITOESQUELETO
POLARIDAD

Figura 2.6 Reguladores especificos de la GTPasa Rho2.
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- Rga2, cuya delecién produce un aumento del a-glucano celular, participa en el
control de la morfologia celular e interviene en la interaccién Rho2-Pck2, por lo

que regula la ruta de integridad celular (Villar-Tajadura et al., 2008).

- Rga4, que también es GAP DE Cdc42, controla el didmetro y la simetria celular.
Modula negativamente la ruta de integridad celular debido a su actividad como

GAP de Rho2, pero de forma independiente a Cdc42 (Soto et al., 2010).

- Por ultimo, Rga7 es GAP de Rho2, regulando negativamente la actividad de la ruta

de integridad celular (Soto et al., 2010).

2.4 GTPasas Rho y biosintesis de pared celular en S.pombe

La pared celular es una estructura externa a la membrana plasmatica que posee una
elevada resistencia mecdnica y elasticidad y estd presente en plantas, hongos y bacterias. Sus
funciones principales son la estabilizacién de las condiciones osméticas, la proteccion frente a
estreses fisicos y quimicos, la regulacidon del tamafio y forma celular, y actuar como sitio de

anclaje de algunas proteinas (Klis et al., 2006).

2.4.1 Composicion de la pared celular

La pared celular de S. pombe estd compuesta por a (1,3)-glucano (18-28%), B-glucano (46-
54%) y galactomanano (9-14%) (Ishiguro, 1998). La capa externa es rica en galactomanano,
mientras que la capa mas interna contiene B(1,3), 3(1,6) y a(1,3)-glucano (Pérez y Ribas, 2004)
(Figura 2.7). Los dos tipos principales de B-glucano son el B(1,3)B(1,6)-glucano (el mas
abundante), y el B(1,6)B(1,3)-glucano, que sélo representa el 2% total de la pared celular
(Manner y Meyers, 1977). El a-glucano es un componente fundamental en la pared de S.
pombe que no se encuentra en la pared celular de S. cerevisiae. Es un polimero esencial para el

mantenimiento de la forma celular y en el control de la polaridad (Katayama et al., 1999).

D R N A N

| : : r’ a gluano
I '&.‘ 2 “ ,) -’V - ,-)‘ B (1,3) gluano
Y : y ) B (1,6) gluano

Galactomanano

JUO00ERNNN00RRRRNNRINIRNNISINNNN T PN

plasmética

Figura 2.7 Ultraestructura y organizacion de la pared celular de S. pombe.
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La quitina, un componente estructural importante en la pared de S.cerevisiae, no ha sido
detectada en S. pombe. No obstante, esta levadura posee un gen homélogo a la quitina sintasa
(chs1?) que se ha implicado en la formacién de quitosan durante la maduracién de la pared de

las ascosporas (Arellano et al., 2000).

2.4.2 Sintesis del oy B-glucano

En S. pombe el B(1,3)-glucano es sintetizado por la enzima (1,3)-glucan sintasa (GS), que
consta de al menos una subunidad reguladora, Rhol, y una o varias subunidad/es catalitica/s
codificadas por los genes: bgs1” (cps1’), bsg2®, bsg3” y bsg4” (Arellano et al., 1996; Ribas et al.,
1991). En S. cerevisiae la subunidad catalitica de este complejo enzimatico esta codificada por
los genes FKS1 (Douglas et al., 1994; Mazur et al., 1995) y FKS2 (Mazur et al., 1995), que
presentan una elevada homologia con bsg1®. Bsgl es una proteina integral de membrana muy
estable a lo largo del ciclo celular. Se localiza en el sitio de formacion del septo y en los polos
celulares (Cortés et al., 2002). El gen bgs2” codifica una proteina esencial para la esporulacion
(Martin et al., 2000). bgs3® participa en el crecimiento vegetativo y en la germinacién de
esporas, y bsg4” regula el crecimiento de la pared celular y es necesario para compensar el

exceso de degradacién de la misma durante el proceso de citocinesis (Cortés et al., 2002).

Se han identificado cinco genes en S. pombe que conforman la familia a(1,3)-glucan sintasa
denominados mok1®, mok11’, mok12*, mok13* y mok14®. Los cuatro ultimos son inducidos
transcripcionalmente durante los procesos de meiosis y esporulacién (Mata et al., 2002; Garcia
et al., 2006b). mok1’/ags1” cifra una a(1,3)-glucédn sintasa esencial en S. pombe (Hochstenbach
et al., 1998; Katayama et al., 1999). Mokl localiza en los sitios de crecimiento activo de las
células, los polos celulares y el septo, y es regulado por la proteina quinasa Pck2 (Katayama et

al., 1999), cuya presencia es necesaria para su correcta localizacién (Calonge et al., 2000).

La funcidn de Rhol durante la biosintesis de pared celular tiene lugar a través de su
interaccion con al menos tres elementos: la enzima B(1,3)-glucén sintasa, responsable de la
sintesis del B-glucano (Arellano et al., 1996), y las quinasas ortdlogas a PKC, Pckl y Pck2, que
también regulan la sintesis de pared celular (Arellano et al., 1999; Sayers et al., 2000). Por
tanto, Rhol controla la biosintesis del B-glucano de manera dual, bien directamente o
indirectamente mediante Pckl y Pck2 (Arellano et al., 1999; Calonge et al., 2000; Sayers et al.,
2000) (Figura 2.8).
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Figura 2.8 Papel de Rhol y Rho2 durante la biosintesis del a y B-glucano de la pared celular en S. pombe.

La GTPasa Rho2 estimula la biosintesis de a-glucano regulando positivamente a Mokl
(Calonge et al., 2000) (Figura 2.8). Aunque la forma activa de Rho2 interacciona con Pckl y
Pck2 (Arellano et al., 1999a), su actividad reguladora sobre la a-glucan sintasa se produce

exclusivamente a través de Pck2 (Katayama et al., 1999; Calonge et al., 2000) (Figura 2.8).

2.5 GTPasas Rho y polaridad celular

La seleccion de los sitios especificos donde se activa el crecimiento de forma coordinada
con la progresion del ciclo celular es regulada por sefiales enormemente especificas (Chang y

Peter, 2003). El crecimiento polarizado puede dividirse en 3 pasos claves:

1) Marcaje del sitio donde se iniciara el crecimiento en respuesta a sefiales intracelulares.
2) Reconocimiento del sitio de polarizacion y sefializacién hacia el citoesqueleto para
permitir su organizacidén asimétrica.

3) Distribucién asimétrica de los componentes celulares y secrecién polarizada.

Las GTPasas Rho son activadas especificamente en las proximidades de las proteinas que

establecen el lugar donde se iniciara el crecimiento polarizado.

S. cerevisiae se divide mediante la formacidon de una sola yema que crece apicalmente
hasta alcanzar una forma redonda. Tras la mitosis, cuando el nucleo se ha dividido, se forma
un septo que separa la célula madre de la hija, siendo posteriormente degradado para liberar
ambas células. En esta levadura, la acumulaciéon y activacion de Cdc42 en el sitio de

crecimiento de la yema es esencial para el establecimiento del crecimiento polarizado. La
15
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activacion del GEF de Cdc42 Bem1l por parte de Budl/Rsrl (ortdlogo de Rasl) permite el

desarrollo del crecimiento polarizado (Figura 2.9).

e 2 * |—- Scd1
Ly <« gt

a Cdc42
Bem1l é VC;:‘Z‘ I V.‘ I_ -
J \ PAKs
Efectores (Skh1,Skh2) For3
1 - \
Teal
S. cerevisiae S. pombe

Figura 2.9 Regulacion del establecimiento del crecimiento polarizado en S. cerevisiae y S. pombe.

En S. pombe, a diferencia de lo que ocurre en S. cerevisiae, es el citoesqueleto de
microtubulos el que determina el sitio de crecimiento polarizado. Teal fue la primera proteina
responsable de la seleccion del sitio de crecimiento polarizado descubierta en esta levadura
(Mata y Nurse, 1997). Teal interacciona con la formina For3, que a su vez debe ser activada
por Cdc42, para permitir el ensamblaje de los cables de actina y su crecimiento polarizado
durante la interfase (Martin et al., 2007). Ademas, recientemente se ha demostrado la
implicacion de la subunidad Sec3 del exocisto en la organizacién de los cables y parches de
actina (Jourdain et al., 2012). En S. pombe cdc42 es un gen esencial que participa en el control
del crecimiento, la reorganizacidén del citoesqueleto de actina, la polaridad, y la sefalizacion
celulares (Miller y Johnson, 1994). El papel Cdc42 como regulador de rutas de MAP quinasas
estd bien establecido (Johnson, 1999), siendo esencial en la respuesta celular frente a
feromonas tanto en S. cerevisiae como en S. pombe. Cdc42 se localiza en los polos de
crecimiento, areas de divisién y endomembranas (Merla y Johnson, 2000). Su ausencia causa
un fuerte defecto en el ensamblaje de los cables de actina y en la localizacién de For3 (Martin
et al., 2007; Rincdn et al., 2009), dando lugar a células redondeadas que ademas son incapaces

de conjugar (Miller y Johnson, 1994).
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En S. pombe se han descrito dos GEFs especificos de Cdc42, Scdl (Chang et al., 1994) y
Gefl (Hirota el al., 2003; Coll et al., 2003). Ambas proteinas comparten una funcién esencial en
la activacion de Cdc42, ya que la doble delecidn es letal. Hasta hace muy poco el unico GAP
conocido de Cdc42 era Rga4 (Tabete et al.,, 2008). Sin embargo recientemente se ha
descubierto un segundo GAP de Cdc42, Rgab, que colabora con Rga4 en el mantenimiento del
crecimiento polarizado (S.A. Rincén, M.Estravis y P.Pérez, 2014) (Figura 2.9). Los efectores de
Cdc42 en S. pombe son las PAKs Shk1 y Shk2. Aunque Shk1 interacciona fisicamente con Mkh1,
la MAPKK quinasa de la ruta de integridad celular (Merla y Johnson 2001), no parece tener

ninguna funcion reguladora de la actividad de dicha ruta de sefializacién (Madrid et al., 2006).

2.6 GTPasas Rho e integridad celular

El crecimiento celular en las levaduras esta limitado por la existencia de la pared celular,
por lo que deben seleccionar regiones donde ésta sea debilitada para permitir la incorporacion
de material nuevo (Cabib et al., 1998). Es por tanto necesario que los procesos asociados a la
biosintesis de la pared celular y a la organizacion del citoesqueleto de actina se encuentren
perfectamente coordinados. Las GTPasas Rho tienen un papel fundamental en dicha
coordinacion, de manera que mientras en S. cerevisiae Rhol es la principal responsable del
mantenimiento de la integridad celular, Rhol y Rho2 cumplen esta funcidn en S. pombe (Levin,

2005; Cabib et al., 1998).

En S. cerevisiae, Rho1 se localiza en areas de crecimiento polarizado (Qadota et al., 1996),
siendo activado por los GEFs Rom1, Rom2, y Tus1 (Ozaki et al., 1996; Schmelzle et al., 2002), y
desactivada por los GAPs Bem2, Sac7, Bag7, y Lrgl (Cid et al., 1998). Una vez activado, Rhol
interacciona con distintas proteinas efectoras: Fksl y Fks2 (componentes de la enzima -
glucan sintasa), Pckl, la formina Bnil, el factor de transcripcién Skn7, y la subunidad Sec3 del
exocisto (Levin, 2005). Rhol en su estado activo estabiliza a Pkcl en las zonas de crecimiento,
donde es activado por Pkhl y Pkh2, las dos proteinas homdlogas a PDK1 (quinasa 1
dependiente de fosfoinositidos) presentes en esta levadura. Como consecuencia se
desencadena la activaciéon de la ruta de MAP quinasas de integridad celular, dando lugar a la
activacion del factor de transcripcion RIm1 que regula la expresion de distintos genes
implicados en biosintesis de pared celular. Entre ellos destacan FKS1 y FKS2, que codifican la

enzima (1,3)-B-glucan sintasa (Levin, 2005) (Figura 2.10).
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En S. pombe Rhol y Rho2 se localizan en los sitios de crecimiento activo (Arellano et al.,
1997), e interaccionan e incrementan la estabilidad de Pckl y Pck2, los dos ortélogos a PKC
presentes en esta levadura (Arellano et al., 1999; Villar-Tajadura et al., 2008) (Figura 2.10).
Hasta el momento solamente se ha descrito que la GTPasa Rho2 regula la activacion de la ruta
de MAP quinasas de integridad celular por medio de Pck2 (Ma et al., 2006; Barba et al., 2008)
(Figura 2.10).

El papel de Rho2 como activador de la ruta de integridad celular asi como el

funcionamiento de ésta se explicard mas extensamente en el apartado 4.4.

S.cerevisiae S.pombe

(2 Y p.C.
3 M.P.

' CITOPLASMA
u

Pck1

7’
4
4

V2

RIm1, Fks1, Fks2... Atfl...

Figura 2.10 Rutas de MAP quinasas de integridad celular en S. cerevisiae y S. pombe.

3. MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE GTPasas Rho

Las proteinas celulares se encuentran sometidas a una amplia variedad de modificaciones
de caracter estatico y dinamico en su secuencia aminoacidica (Salaun et al.,, 2010). Las
modificaciones postraduccionales modulan procesos tales como el plegamiento y localizacion
proteica, su maduracién y degradacidon (Ahearn et al., 2012). Un claro ejemplo clasico de
modificaciéon postraduccional reversible de proteinas lo encontramos en la fosforilacion,
siendo un mecanismo ampliamente extendido de transmisiéon de la informacién en rutas de
sefializacion intracelulares. Sin embargo, ademas de la fosforilacidn, las proteinas celulares
pueden sufrir un gran numero de modificaciones como isoprenilacién, palmitoilacion,

metilacion, nitrosilacién, ubiquitinacion, o incluso protedlisis (Ahearn et al., 2012).

18



Introduccion

La primera descripcidon de una modificacidon proteica mediante la unién covalente de un
lipido fue realizada por Folch y Less en los afios 60. Este tipo de modificacidn postraduccional
no solo modula la unidn de proteinas a membranas celulares, sino que también media las
interacciones proteina-proteina, interviene en el trafico celular, determina su localizacidn
subcelular, y regula su estabilidad o vida media (Salaun et al., 2010; Resh, 1999; Resh, 2004;
Linder y Deschenes, 2004; Conibear y Davis, 2010).

Las proteinas pueden ser modificadas covalentemente en el citoplasma o en la cara
citoplasmatica de las membranas celulares mediante la unién de una gran variedad de lipidos,
como acido octanoico, acido miristico, acido palmitico, acido palmitoleico, acido etedrico,

grupos farnesilo o geranilgeranilo, colesterol, etc... (Tabla 3.1).

Tabla 3.1 Modificaciones lipidicas de proteinas en mamiferos.

Enzima .
Estructura molecular*® . Ejemplo
catalizadora

Aci Ghrelina-O-
Acido i o ' ‘
Octanoico acil Ghrelina
H
Ser / transferasa

ec,ld.o E'“A\”#V%MAM"R%]/U\ N-miristoil ¢ o coverina
Miristico Gly transferasa
Acido o Palmitoil
o : )\./\/\/\/\/\/\/\ RhoB
Palmitico oo i transferasa
Cys
Acido B bt .
o~ Ser ) Porcupine Wnt3a

Palmitoleico

P I
E ?Cl,d? WN‘\/\ _ GAP-43
stearico o= Cys
s
Grupo Y o Farnesil
) Vol H-Ras
farnesilo H transferasa

Cys %8 ; :
Grupo WW/: Geranilgeranil RhoA

Geranilgeranilo transferasa |

-J-\:j?:}‘l‘.'\.__f/-_\grhluu
Colesterol Gly , O, - S B Hedgehog
‘]/H‘\r-)‘-u/‘%-"”"rj

o

*En verde se muestra el lipido unido, mientras que la parte proteica se representa en azul, mostrandose el
aminodcido modificado (Adaptado de Aicart-Ramos et al., 2011).
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3.1 Isoprenilacion

Entre las modificaciones postraduccionales que sufren las proteinas Rho y, por extension,
la mayoria de los miembros de la superfamilia Ras, se encuentra la isoprenilacion de su
extremo carboxilo terminal (Boulter et al., 2012). Los estudios iniciales relacionados con este
tipo de modificaciones pusieron de manifiesto que las proteinas Ras eran farnesiladas con el
fin de asociarse a membranas lipidicas (Hancock et al., 1989; Hancock et al., 1991a; Hancock et
al., 1991b; Casey et al., 1989). Dichos estudios fueron extendidos mas tarde a otros miembros
de la superfamilia Ras, entre los que se encuentran las proteinas Rho (Katayama et al., 1991;

Adamson et al., 1992).

Las proteinas que forman parte de la superfamilia Ras, incluidas las GTPasas Rho, muestran
un alto grado de homologia entre si en su extremo amino terminal, en el que se localizan los
dominios de unién a nucledtidos de guanina y de interaccidn con sus proteinas efectoras. Sin
embargo, la regién carboxilo terminal, también conocida como regién hipervariable, difiere
bastante entre los miembros de la familia de proteinas Ras y Rho. En los afios 80 se observo
que el extremo carboxilo terminal de la proteina Ras era el responsable de su uniéon a
membranas (Willumsen et al., 1984). En efecto, esta regidn contiene la informacidn necesaria
para regular la localizacién subcelular de dicha GTPasa y, por extensiéon, modular su actividad.
Mas tarde, Clarke y colaboradores apreciaron la presencia invariable en esta familia de
proteinas de una cisteina como cuarto residuo aguas arriba de su extremo C-terminal (Clarke
et al., 1988), lo que llevé a estos investigadores a sospechar que la modificacion lipidica se
producia sobre dicho aminodcido. Dicha secuencia fue denominada “caja CAAX” y, como se
muestra en Tabla 3.2, se encuentra presente en la mayoria de las proteinas pertenecientes a

las familias Ras y Rho.

En la caja -CAAX, C es la cisteina que sera prenilada, A representa cualquier aminoacido
alifatico que generalmente no influye en la especificidad del motivo, y X es cualquier
aminodcido, determinando su identidad el tipo de prenilacién que tendra lugar en el residuo

de cisteina (Aicart-Ramos et al., 2011).
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Tabla 3.2 Modificaciones lipidicas de secuencias carboxilo terminales de distintas proteinas Ras y Rho de

Proteina

H-Ras

K-Ras4A

K-Ras4B

Rap2A

Rap2B

mamiferos.
Extremo carboxilo terminal* Localizacién . Tlpo.de. .
| isoprenilacion
QHKLRKLNPPDESGPGCMSCKCVLS MP, AG Farnesilacion
QYRMKIKLNSSDDGTQGCMGLPCVVM MP, AG Farnesilacion
QYRLKKISKEEKTPGCVKIKKCIIM MP, AG Farnesilacion
RKHKEKMSKDGIKKIKKKKSKTKCVIM MP Farnesilacion
MP, AG, S
EIVRQMNYAAQPDIKDDPCCSACNIQ Farnesilacion
endosomas
MP, AG, . .
EIVRQMNYAAQPNGDEGCCSACVIL Geranilgeranilacién
endosomas

Rap2C

EIVRQMNYSSLPEKQDQCCTTCVVQ

MP, Citoplasma,
endosomas

Geranilgeranilaciéon

EVFEMATRAALQARRGKKKSGCLVL

MP, Citoplasma

Geranilgeranilaciéon

ETATRAALQKRYGSQNGCINCCKVL

MP, AG,
endosomas

Farnesilacion o
Geranilgeranilaciéon

EVFEMATRAGLQVRKNKRRRGCPIL

MP, Citoplasma

Geranilgeranilaciéon

Rac1/1b

VFDEAIRAVLCPPPVKKRKRKCLLL

MP, Citoplasma

Geranilgeranilaciéon

VFDEAIRAVLCPQPTRQQKRACSLL

MP, AG, RE,
membrana nuclear

Geranilgeranilaciéon

VFDEAIRAVLCPPPVKKPGKKCTVF

MP,
endomembranas

Geranilgeranilaciéon

EVFAEAVRAVLNPTPIKRGRSCILL

MP, endosomas,
mitocondrias

Geranilgeranilaciéon

LHLPSRSELISSTFKKEKAKSCSIM

MP

Farnesilacion

QLSGRPDRGNEGEIHKDRAKSCNLM

Endosomas,
Citoplasma

Farnesilacion

Rnd3/RhoE

MPSRPELSAVATDLRKDKAKSCTVM

MP, AG, citoplasma

Farnesilacion

Cdc42

NVFDEAILAALEPPEPKIKSRRCVLL

MP, AG, RE,
membrana nuclear

Geranilgeranilaciéon

AILTPKKHTVKKRIGSRCINCCLIT

MP, endosomas

Farnesilacion o
Geranilgeranilaciéon

AILTIFHPKKKKKRCSEGHSCCSII

MP, endosomas

Farnesilacion

AAEVALSSRGRNFWRRITQGFCVVT

MP, endosomas

Farnesilacion

Rif/RhoF

EAAKVALSALKIKAQRQKKRRLCLLL

MP

Geranilgeranilacion

RhoH/TTF

VRTAVNQARRRNRRRLFSINECKIF

endomembranas

Geranilgeranilacion

KSKSRTPDKMHKNLSKSWWKKYCCFV

MP, endosomas

Chp/Wrch-2

LEKKLNAKGVRTLSRCRWHKKFFCVF

MP, endosomas

*Los 4 ultimos aminodcidos de cada proteina, representados en negrita y cursiva, constituyen el dominio CAAX. Los

residuos en rojo son cisteinas palmitoilables, mientras que los verdes representan secuencia polibasicas (Adaptado
de Aicart-Ramos et al., 2011 y Roberts et al., 2008).
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La lipidacion del motivo -CAAX es un proceso altamente organizado que se sucede
secuencialmente a lo largo de varios compartimentos celulares, finalizando con el anclaje de la
proteina en la membrana plasmatica u otras membranas celulares (Wright y Philips, 2006). El

proceso completo, que se muestra esquematizado en la Figura 3.1 consta de tres etapas:

3.1.1 Prenilacion

En una primera fase una prenil transferasa citosélica promueve la uniéon de un lipido
poliisoprenoide a la cisteina del motivo -CAAX mediante la formacién de un enlace tioester
estable (Figura 3.1) (Wright y Philips, 2006). En el caso de las GTPasas Rho, una farnesil
transferasa o una geranilgeranil transferasa tipo | son las responsables de la unién covalente
de un grupo farnesilo o geranilgeranilo, respectivamente, al residuo de cisteina (Roberts et al.,
2008). La adicidn de un grupo u otro depende de la identidad del aminodacido “X” del motivo.
Asi, si X es Glutamina, Cisteina, Serina, Treonina o Alanina, la proteina sera farnesilada,
mientras que la presencia de residuos de Leucina, Fenilalanina, Isoleucina o Valina favorecen la
geranilgeranilacion (Aicart-Ramos et al., 2011). Aunque que la mayoria de las GTPasas Rho
sufren un proceso de geranilgeranilaciéon, en las proteinas Ras predomina la farnesilacion

(Boulter et al., 2012).

3.1.2 Proteolisis

Una vez que ha sido prenilada, la proteina es translocada a la cara citosdlica del reticulo
endoplasmatico (RE), donde tiene lugar la ruptura proteolitica de los tres aminodcidos
terminales del motivo (-AAX) (Figura 3.1). La responsable de dicha ruptura es una proteasa
esencial presente en reticulo endoplamatico denominada Rcel (enzima convertidora de Rasl
en mamiferos) (Roberts et al., 2008), y cuyo sustrato especifico son las proteinas preniladas
(Ahearn et al., 2012). Una vez proteolizados los tres ultimos aminoacidos del motivo —CAAX, la

cisteina prenilada se convierte en el extremo C-terminal de la proteina (Boulter et al., 2012).

3.1.3 Metilacion

Durante este ultimo paso, el Unico reversible del proceso, la cisteina prenilada es metilada
por una isoprenilcisteina carboxil metil transferasa (denominada Icmt en mamiferos) que
cataliza la unién de un grupo metilo al residuo de cisteina prenilado (Figura 3.1) (Ahearn et al.,

2012).
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Figura 3.1 Procesamiento del motivo C-terminal —-CAAX en GTPasas.

La finalidad de la secuencia de modificaciones descrita es proporcionar un aumento de la
hidrofobicidad de la proteina, facilitando asi su asociacién a las membranas (Roberts et al.,
2008). Ello da como resultado como resultado una GTPasa madura y funcional, que puede ser
liberada al citosol asociada a un GDI, o bien translocada a la cara interna de la membrana

plasmatica (Cushman y Casey, 2009).

3.2 Regulacion de proteinas Rho mediante localizacion subcelular

Aunque, como se ha explicado en el capitulo anterior, los GEFs, GAPs, y GDIs son
considerados los reguladores candnicos de las proteinas Rho, estudios realizados durante los
afios 90 establecieron que el transito entre el citosol y la membrana plasmatica de las
proteinas Rho estaba correlacionado con su ciclo de unién a GTP/GDP (Bokoch et al., 1994;
Quinn et al., 1993). Ello llevé a la aceptacion de la idea de que las proteinas Rho en su forma
activa se localizan en la membrana plasmatica, mientras que en estado inactivo presentan
localizacién citosdlica. Sin embargo, entre los afios 2000 y 2004, una serie de trabajos de Del
Pozo y Schwartz pusieron de manifiesto que la localizacién en la membrana y la actividad
bioldgica de la Rho GTPasa Racl se encuentran disociadas (Del Pozo et al., 2000; Del Pozo et
al., 2002; Del Pozo et al., 2004). Sin embargo, aunque la localizacion membranal de las
GTPasas Rho no es necesaria para su activacidén bioquimica (unién a GTP), si lo es para que esta
se manifieste en forma de actividad bioldgica (Boulter et al., 2012). La isoprenilacion de
proteinas Rho es esencial debido a que no solo regula su localizacién subcelular, sino que

determina la correcta sefializacién aguas abajo de la GTPasa (Boulter et al., 2012).
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3.3 Modificaciones que favorecen la interaccion de las GTPasas Rho

preniladas con membranas

A pesar de que la prenilacidn es necesaria para la asociacién de las Ras y Rho GTPasas a la
membrana plasmatica, dicha modificacién no es suficiente para que la unién sea completa y
estable, siendo necesaria la presencia de elementos adicionales que favorezcan dicha
interaccion. Estas modificaciones vienen definidas por la presencia aguas arriba del motivo -
CAAX de un cluster de aminodcidos basicos y/o de residuos de cisteina susceptibles de ser

palmitoilados.

3.3.1 Secuencia polibasica

Muchas GTPasas Rho presentan una secuencia de aminodcidos basicos (arginina o lisina)
situada aguas arriba del dominio de isoprenilacién (Tabla 3.2). Esta secuencia confiere carga
positiva a la proteina, lo que facilita su interaccién con los fosfolipidos de la membrana

cargados negativamente.

3.3.2 Palmitoilacion

Algunas GTPasas contienen uno o dos residuos de cisteina situados justo antes dominio -
CAAX que sufren un proceso de palmitoilacion (Tabla 3.2). La palmitoilacidn, al igual que la
presencia de una region polibasica, favorece la localizacién membranal de la proteina
prenilada, lo que garantiza una sefalizacidon apropiada. El mecanismo de palmitoilacion en las

proteinas Ras y Rho se explica de manera detallada a continuacion.

3.4 Palmitoilacion

La S-acilacion de proteinas o palmitoilacion es un proceso reversible que consiste en la
adhesién de una molécula de &acido palmitico a un residuo de cisteina mediante un enlace
tioéster por medio de una palmitoil- o acil-transferasa (Aicart-Ramos et al., 2011) (Figuras 3.1y
3.2). A su vez, el residuo palmitoilado puede despalmitoilarse por la accién de tioesterasas

especificas (Aicart-Ramos et al., 2011).
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Figura 3.2 Dindmica de palmitoilacién de proteinas.

La cantidad y diversidad de proteinas que se encuentran palmitoiladas en células
eucariotas es muy alta, pudiendo ser modificadas secuencialmente por distintos lipidos, o
solamente ser palmitoiladas. En el caso de las proteinas Ras y algunos miembros de la familia
Rho, la palmitoilacion tiene lugar en el dominio hipervariable adyacente al motivo -CAAX,
generalmente en residuos de cisteina préximos a la cisteina isoprenilada, e
independientemente de que ésta sea farnesilada o geranilgeranilada (Tabla 3.2). En estas
proteinas la prenilacidon es un requisito previo para que se produzca la palmitoilacién (Aicart-

Ramos et al., 2011).

El desarrollo reciente de distintas técnicas en el campo de la proteémica ha permitido el
analisis y estudio del palmitoiloma en algunos organismos modelo como levaduras, Drosophila,
ratones y determinadas lineas celulares de vertebrados (Roth et al., 2006; Bannan et al., 2008;
Yount et al., 2010; Martin and Cravatt, 2009), dando lugar al desarrollo de técnicas para la
prediccion de posibles sitios de palmitoilacidon (Hu et al., 2011; Ren et al., 2008). Aunque no se
ha definido una secuencia consenso estricta para la palmitoilacién, los residuos de cisteina que

sufren esta modificacién comparten una serie de caracteristicas:

- Se encuentran adyacentes a los sitios de prenilacion.
- Los aminodcidos adyacentes suelen ser basicos o hidrofdbicos.

- Suelen localizarse flanqueando los dominios transmembrana o dentro de ellos.

En mamiferos encontramos multiples ejemplos de GTPasas palmitoiladas tanto en
miembros de la familia Ras (H-Ras y N-Ras), como en la familia Rho (RhoB, TC10/RhoQ, Racl)

(Tabla 3.2).
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3.4.1 Palmitoil transferasas

A pesar de que la palmitoilacidn se descubrié hace varias décadas, la identificacion de los
enzimas responsables de este proceso ha sido enormemente laboriosa, al tratarse de
proteinas unidas a membrana y muy dificiles de purificar (Aicart-Ramos et al., 2011). Los
enzimas responsables de la transferencia del palmitato a los correspondientes residuos de
cisteina son un grupo de proteinas denominadas S-palmitoil transferasas (PTs). Aunque son un
grupo heterogéneo de proteinas, todas ellas se caracterizan a nivel estructural por presentar
varios motivos transmembrana (generalmente 3 o 4), y un dominio conservado de unos 50
aminoacidos denominado DHHC (Aspartato-Histidina-Histidina-Cisteina). La mayoria de las
palmitoil transferasas son proteinas integrales de la membrana del AG, de manera que las
reacciones de palmitoilacidon tienen lugar en la cara citosélica de la membrana de este

organulo (Salaun et al., 2010) (Figura 3.3).

Palmitoil
transferasa

Membrana AG
\
~_ Palmitoilacion ‘— -
_\s 2=
| Membrana
L---L--k‘{“‘{.l-L‘L“‘L““-“‘plasmética

Figura 3.3 Las palmitoil transferasas son proteinas transmembranales.

Se ha descrito la presencia de 25 proteinas DHHC en humanos, mientras que en levaduras
su numero se reduce a 6 en S. cerevisiae (Akr1, Erf2, Pfa3, Pfa4, Pfa5 y Swfl) (Roth et al., 2006)
y 5 en S. pombe (Akrl, Pfa5, Pfa3, Swfl y Erf2) (Rocks et al., 2010). El elevado nuimero
existente de palmitoil transferasas sugiere que la maquinaria celular requerida para la
palmitoilacion es un sistema coordinado y altamente regulado (Ohno et al.,, 2006). En
levaduras se ha comprobado que algunas PTs muestran una mayor preferencia por un tipo
determinado de sustrato. Asi, Erf2 es la principal palmitoil transferasa de las GTPasas Ras y Rho

(Roth et al., 2006). Por el contrario, otros estudios han puesto de manifiesto que algunas
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proteinas pueden ser palmitoiladas por mas de una palmitoil transferasa, lo que complica su

analisis funcional (Salaun et al., 2010).

3.4.2 Palmitoilacion como mecanismo de regulacion de la actividad bioldgica de las

GTPasas Rho

La palmitoilacion actia como un mecanismo de regulacién muy versatil, modulando el
tréfico de proteinas a lo largo de los distintos compartimentos celulares y su distribucion en
distintos subdominios membranales (Levental et al., 2010), asi como el cambio de orientacién
de proteinas en la membrana (Hayashi et al.,, 2005; Lin et al., 2009), y el grado de
ubiquitinacién (Valdez-Taubas y Pelham, 2005; Linder y Deschenes, 2007; Abrami et al., 2008).
Por todo ello, la palmitoilacidon tiene un papel muy importante en la regulacién del crecimiento

y proliferaciéon celulares (Mitchell et al., 2012).

Por otro lado, la versatilidad funcional que proporciona la palmitoilacion se ve amplificada
por su caracter reversible, ya que la dinamica de palmitoilacion/despalmitoilaciéon afiade un
nivel regulatorio adicional a la funcidn sefializadora de algunas proteinas. El ejemplo mas
estudiado al respecto es el de la palmitoilacién de las isoformas H- y N-Ras (Goodwin et al.,
2005; Rocks et al., 2005; Roy et al., 2005). Una vez farnesilado, Ras permanece unido
débilmente a la membrana del Aparato de Golgi (AG) donde tiene lugar la palmitoilacion, lo
que permite su trafico hasta la membrana plasmatica, donde posteriormente serd
despalmitoilado y liberado al citosol. Una vez en el citosol, volvera al AG para palmitoilarse
nuevamente y volver a ser transportado a la membrana plasmatica, repitiéndose asi el
proceso. Este ciclo crea un flujo continuo de Ras desde el AG a la membrana plasmatica que
permite el reajuste continuo de su localizacidn subcelular y, lo que es mas importante, su

actividad bioldgica (Goodwin et al., 2005; Rocks et al., 2005) (Figura 3.4).
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Figura 3.4 Trafico intracelular de H- y N-Ras en mamiferos.

3.5 Palmitoilacion y regulacion de GTPasas Ras y Rho en S. pombe

3.5.1Rasl

Hasta hace unos afos se pensaba que la sefalizacion mediada por Ras se producia
Unicamente desde la membrana plasmatica. Sin embargo, los estudios realizados por Choy et
al. (1999) y Chiu et al. (2002) mostraron que las isoformas N-Ras y H-ras podian ser activadas y
sefializar desde endomembranas. Estos hallazgos sugerian que Ras podia regular distintas

rutas de sefalizacidon desde diferentes compartimentos celulares.

El genoma de S. pombe, a diferencia de células superiores o incluso S. cerevisiae, codifica
una sola proteina Ras, denominada Rasl (Fukui et al.,, 1986). Rasl regula dos rutas de
sefializacion diferentes, la ruta de respuesta a feromonas y conjugaciéon por medio de la MAP
quinasa Byr2 (Wang et al., 1991), y la morfogénesis y crecimiento polarizado a través de Scdl,

uno de los dos GEFs de la GTPasa Cdc42 (Chang et al., 1994; Yen et al., 2003) (Figura 3.5).
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Figura 3.5 En S. pombe Ras1 regula distintos procesos biolégicos dependiendo de su estado de palmitoilacion.

Ras 1 regula ambos procesos desde compartimentos celulares diferentes mediante un
mecanismo dependiente de su estado de palmitoilacion (Onken et al., 2006). Mientras que
Ras1 farnesilado y palmitoilado regula diferenciacién sexual desde la membrana plasmatica, la
forma no palmitoilada de la proteina regula morfogénesis y polaridad celular desde
endomembranas, fundamentalmente RE y AG. (Figura 3.5) (Onken et al., 2006). Erf2, junto con
la proteina adaptadora Erf4, es la PT responsable de la palmitoilacién de Ras1 in vivo (Young et

al., 2013).

3.5.2Rho3

La GTPasa Rho3 regula en S. pombe el crecimiento polarizado y la exocitosis (Nakano et al.,
2002; Wang et al., 2003), y participa en el control del trafico intracelular de vesiculas (Kita et
al., 2011). Recientemente se ha descrito que el complejo formado por la palmitoil transferasa
Erf2 y su cofactor Erf4 palmitoila a Rho3 de forma diferencial dependiendo del estado en el
que se encuentre la célula (Zhang et al., 2013). Asi, los niveles de actividad de dicho complejo,
bajos durante el crecimiento vegetativo y altos en meiosis, determinan el grado de
palmitoilacion de sus sustratos, Ras1 y Rho3. El aumento de la actividad de Erf2-Erf4 promueve
la entrada de las células en meiosis aumentando el estado de palmitoilacion de Rho3, lo que

pone de manifiesto la importancia de la GTPasa en el control de la diferenciacidn sexual en S.
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pombe. Sin embargo el incremento en el nivel de palmitoilacién de Rasl no es necesario para

la entrada en meiosis (Zhang et al., 2013).

4. LAS RUTAS DE MAP QUINASAS

Todos los seres vivos desarrollan mecanismos para detectar y responder a las alteraciones
que se producen en el medio circundante. El estudio de las rutas de sefializacién implicadas en
la deteccidon y respuesta frente a esos cambios es esencial para comprender cémo las células
se adaptan y sobreviven en condiciones ambientales adversas. Las rutas de MAP quinasas
(“Mitogen Activated Protein Kinases”) constituyen un mecanismo fundamental en la respuesta
celular frente a los cambios ambientales, presentando un alto grado de conservacidn en todos
los organismos eucariotas. Juegan un papel clave en la transduccion de sefiales generadas en
la superficie celular y su transmisiéon hasta el nucleo, donde se produciran los cambios
necesarios en la expresidn génica que permitiran la adaptacion celular frente a las nuevas

condiciones ambientales (Marshal, 1995).

4.1 Organizacion de las rutas de MAP quinasas

Los componentes implicados en la sefializacién por medio de las rutas de MAP quinasas se

organizan en rutas fuertemente conservadas tal y como se expone a continuacién:

4.1.1 Sensores

Dependiendo del estimulo recibido los receptores de la sefial pueden ser proteinas
transmembranales acopladas a proteinas G, sistemas de regulacién de dos componentes,
receptores tirosina quinasa, o proteinas integrales de membrana. En levaduras se han

identificado todos estos tipos a excepcidn de los receptores del tipo tirosina quinasa.

4.1.2 M6dulo de MAP Quinasas

Estd compuesto por tres proteinas quinasas que mantienen un alto grado de conservacién
evolutiva y cuya estructura basica es muy similar: la MAPK quinasa quinasa (MAPKKK), la MAPK
quinasa (MAPKK), y la MAP quinasa (MAPK). En respuesta al estimulo, la MAPKKK es
normalmente activada por fosforilacion dependiente de quinasas o proteinas de la familia Rho
o Ras, aunque también puede activarse por oligomerizacion o relocalizacion subcelular (Figura

4.1).
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Figura 4.1 El médulo de MAP Quinasas y la transmision de seiales.

La MAPKKK, una vez activada, fosforila y activa al segundo elemento del médulo, la MAPKK
(MEK) en residuos de treonina o serina. Por ultimo, la MAPKK reconoce y fosforila dualmente a
la MAPK en residuos de treonina y tirosina del motivo Thr-X-Tyr (Figura 4.1), donde X puede
ser prolina, glicina, o acido glutdmico, dependiendo de la familia de MAPK de que se trate

(Songyang et al., 1996).

4.1.3 Efectores de MAP Quinasas

Los principales efectores de MAPKs son fundamentalmente factores de transcripcion (Hill y
Treisman; 1995; Treisman, 1996), aunque también se han identificado otros tipos de dianas
como proteinas reguladoras de ciclo celular, chaperonas, proteinas del citoesqueleto,

proteinas de unién a ARN, y una amplia variedad de sustratos citoplasmaticos.

4.1.4 Reguladores de MAP Quinasas

Una de las principales caracteristicas de la respuesta a estrés es el elevado grado de
especificidad en la funcion y activacion de las MAP quinasas, que viene determinado por
distintos mecanismos. El mas importante es la interaccidn fisica secuencial entre los distintos
miembros de una ruta, aunque asimismo existen proteinas adaptadoras que agrupan los tres

componentes de la cascada en un mddulo especifico. Ademads, la localizacién subcelular
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diferencial de los componentes de la ruta también modula su funcidn, constituyendo otro

mecanismo esencial de regulacidn de su actividad bioldgica (Paul et al., 1997).

Una vez que las células se han adaptado a las nuevas condiciones, la cascada de MAP
quinasas debe ser desactivada por reguladores negativos que limitan la duracion e intensidad
de la seial (Karin y Hunter, 1995). Los principales reguladores negativos son las fosfatasas de
MAP quinasas (MKPs), que pueden presentar especificidad dual, o desfosforilar
especificamente residuos de tirosina (fosfatasas de tirosina), o de serina y treonina (fosfatasas

de serina y treonina) (Farooq y Zhou, 2004).

4.2 Conservacion evolutiva

En mamiferos las rutas de MAPKs regulan multitud de procesos celulares como
diferenciacion, movilidad, proliferacién y apoptosis, y se dividen en tres grupos: ERK, p38 y JNK
(Figura 4.2). ERK y p38 presentan homodlogos en levaduras, mientras que las MAPKs de tipo
JNK solamente se han descrito en humanos (Davis, 2000). ERK1 y ERK2 estan relacionadas con
la regulacion de la diferenciacion y proliferacion celular, mientras que JNK y p38 participan en
las respuestas celulares a estrés y apoptosis (Schaeffer y Weber, 1999), y son conocidas como

SAPKs (“Stress Activated Protein Kinases”).

En S. cerevisiae se han identificado cinco rutas de MAPKs (Figura 4.2). De ellas, cuatro
estan presentes en células vegetativas: FUS3, que regula la respuesta a feromonas y la
conjugacién, KSS1, que participa en filamentacidon e invasividad, HOG1, que controla el
crecimiento en condiciones de alta osmolaridad, y SLT2/MPK1, implicada en integridad celular.
La quinta, SMK1, regula la sintesis de la pared de ascosporas (Krisak et al., 1994) (Figura 4.2).
En S. pombe solamente se han descrito tres rutas de MAPKs. Se trata de la ruta de respuesta a
feromonas, cuya MAPK es Spk1l; la ruta de respuesta a estrés o SAPK, en la que la MAPK es

Styl, y la ruta de integridad celular, cuyo elemento central es la MAPK Pmk1 (Figura 4.2).

Mientras que las rutas JNK y p38 de mamiferos son homdlogas a las rutas SAPK de S.
pombe y HOG1 de S. cerevisiae, la ruta de integridad celular de S. pombe mantiene un alto
grado de conservacién con las quinasas ERK1/2 de mamiferos y la ruta SLT2/MPK1 de S.

cerevisiae (Schaeffer y Weber, 1999).
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A continuacidn se procedera a una descripcién exhaustiva de las rutas SAPK y de integridad

celular en S. pombe, al tratarse del organismo modelo utilizado en la presente Tesis Doctoral.

4.3 Ruta de MAPKs de respuesta a estrés (SAPK) en S. pombe

Numerosos estudios han puesto de manifiesto la importancia de la ruta SAPK en el ciclo
vital de S. pombe, ya que su pérdida de funcidn provoca graves defectos en el control del ciclo
celular y en la respuesta general de la levadura frente a distintas situaciones de estrés
(Warbrick y fantes, 1991; Shiozaki y Russell, 1995a, b; Millar et al., 1995; Soto et al., 2002;
George et al., 2007). El elemento central de la ruta SAPK es la MAPK Styl, también
denominada Spcl o Phh1 (Shiozaki y Russell, 1995a, b; Millar et al., 1995; Kato et al., 1996).

Seguidamente se indican los principales componentes de esta ruta (Figura 4.3.).

4.3.1 Sensores

En la actualidad se desconocen los sensores implicados en la deteccidn y sefializacién de la
mayoria de los estreses que activan la ruta SAPK (estrés osmdtico, metales pesados o pro-
oxidantes), excepto en el estrés oxidativo inducido por H,0, en cuyo caso la sefal es
transmitida a través de una variante del sistema de dos componentes bacteriano. Se trata de
un sistema fosfotransferasa compuesto por dos histidin quinasas (Mak2 y Mak3), la proteina
Mpr1/Spyl (transmisora de grupos fosfato a través de histidinas), y el regulador de respuesta
Mcs4 (Shieh et al., 1997; Shiozaki et al., 1997; Quinn et al., 2002) (Figura 4.3). En respuesta a
H,0,, Mak2 y Mak3 se autofosforilan y a través la proteina Mprl se transfiere el grupo fosfato

al regulador de respuesta Mcs4, que a su vez activa la cascada de MAPKs.

En el caso del estrés térmico o en presencia de arsenito la activacion del ruta es provocada
por la inhibicién de la fosfatasa de tirosina Pypl que desactiva a la MAPK Styl (Nguyen vy
Shiozaki, 1999; Rodriguez-Gabriel y Russell, 2005; Petersen y Nurse, 2007; Hartmuth vy
Petersen, 2009).

4.3.2 Regulador de respuesta Mcs4

Mcs4 esta implicado en la deteccidén de estrés oxidativo y su transmisidon a través del
sistema de dos componentes (Santos y Shiozaki, 2001), y su presencia es necesaria para la
activacion de Styl en respuesta a cualquier tipo de estrés (Soto et al., 2002; Buck et al., 2001).
Mcs4 interacciona fisicamente con Mprl, Tdh1 y las MAPKKKs de la ruta SAPK (Wak1 y Win1) y

estas interacciones han resultado ser muy importantes en su mecanismo de accion. Asi,
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recientemente se ha demostrado que aunque Mcs4 es el Unico regulador de respuesta de la
ruta SAPK, muestra una funcidn dual en la sefializacién durante estrés. Por una parte recibe el
estrés oxidativo originado por perdxido a través del sistema de multicomponentes
Mak2/Mak3-Mprl para finalmente activar a las MAPKKKs Wis4 y Winl. Por otra parte, debe
estabilizar el complejo hetoromérico que se forma entre las MAPKKKs, cuya integridad
promueve la interaccidn fisica con la MAPKK Wis1 y, con ello permitir la activacion de la MAPK
Styl. Por lo tanto, el complejo heteromérico Mcs4-MAPKKKs podria servir como una
plataforma estabilizadora para que tenga lugar la correcta sefializacion durante estrés a través

de la ruta SAPK (Morigasaki et al., 2013).

4.3.3 Médulo de MAP quinasas

4.3.3.1 MAPKK quinasa Wak1 y Win1l

Las dos MAPKKKs que forman parte del médulo de la ruta SAPK son Wak1l (también
conocida como Wis4 o Wik1), y Winl. En respuesta a estrés Mcs4 se une y activa a Wakl y
Win1, que a su vez fosforilan a la MAPKK Wis1 y ésta a Sty1 (Shieh et al., 1997; Samejima et al.,
1997, Morigasaki et al., 2013) (Figura 4.3). Sin embargo, en determinadas situaciones como
bajos niveles de peréxido de hidrégeno, estrés osmético o respuesta a bajas temperaturas, no
es necesaria la participacidén simultanea de ambas MAPKKs para la activacidn de la ruta SAPK

(Soto et al., 2002; Shiozaki et al., 1998, Quin et al., 2002).

4.3.3.2 MAPK quinasa Wis1

Wisl es esencial para la activacidon de la ruta SAPK en la respuesta a todos los estimulos
ambientales (Shiozaki et al., 1998), excepto en el caso de del estrés térmico y del tratamiento
con arsenito (Nguyen y Shiozaki, 1999; Rodriguez-Gabriel y Russell, 2005). En respuesta a
estrés Wisl se une y fosforila a Styl en el citoplasma (Nguyen et al., 2002), lo que permite la

activacion y posterior translocacion al ntcleo de la MAPK.

4.3.3.3 MAP quinasa Styl

El elemento central de la ruta SAPK es la MAP quinasa Styl/Spc1/Phh1 (Shiozaki y Rusell,
1995; Millar et al., 1995, Kato et al., 1996). En respuesta a condiciones ambientales adversas
como el estrés osmético, choque térmico, estrés oxidativo, estrés por bajas temperaturas o
limitacidn de glucosa y/o nitrégeno, la forma fosforilada de Wis1 se asocia y fosforila a Styl en
sendos residuos de treonina (Thr-171) y tirosina (Tyr-173) del motivo conservado -TGY-
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(treonina-glicina-tirosina) (Figura 4.3), (Shiozaki y Russell, 1995; Millar et al., 1995; Soto et al.,
2002; George et al., 2007; Quinn et al., 2002; Rodriguez-Gabriel y Russell; 2005; Shiozaki y

Russell, 1996; Degols et al., 1996; Degols y Russell, 1997; Soto et al., 2007).
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Figura 4.3 Ruta de MAP Quinasas de respuesta a estrés (SAPK) en S. pombe.
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Una vez fosforilada Styl se transloca al nucleo, donde actua sobre efectores especificos (Gaits

et al., 1998) (ver a continuacion).

La activacion de Styl es transitoria y la cinética e intensidad de su respuesta depende de la

naturaleza y magnitud del estimulo recibido.

4.3.4 Efectores de la ruta SAPK

4.3.4.1 Factores de transcripcion: Atfly Pcrl

Atfl es un factor de transcripcidon ortélogo a ATF-2 de células superiores cuya ausencia
provoca en S. pombe defectos durante la diferenciacién sexual y una sensibilidad moderada
frente al estrés oxidativo y osmético, de manera analoga al mutante styIA. Sin embargo, a
diferencia de este ultimo, no muestra anomalias en el ciclo celular, lo que sugiere que Atfl
participa exclusivamente en la respuesta celular frente al estrés. En cuanto penetra en el
nucleo la forma activa de Styl se asocia y fosforila a Atfl (Shiozaki y Russell, 1996). Una vez
fosforilado, Atfl regula la expresion de los genes necesarios para la respuesta adaptativa de S.
pombe frente a diferentes tipos de estrés, asi como la entrada en meiosis (Figura 4.3). Atfl es
una proteina con un dominio bZIP de unién a motivos CRE (“cAMP-Response Element”) que
estan presentes en los promotores de la mayoria de los genes cuya expresién es regulada por
la ruta SAPK, y que en S. pombe forman parte de la denominada “CERS” (“Core Enviromental
Stress Response”) (Chen et al., 2007). Ademas, se ha descrito que la fosforilacion de Atfl por
Sty1 tiene como finalidad aumentar la estabilidad del factor de transcripcién (Lawrence et al.,
2007). Atfl se encuentra en el nucleo formando heterodimeros con otro factor transcripcinal
denominado Pcrl. Curiosamente, la presencia de Pcrl no es necesaria para la expresion de la
mayoria de genes dependientes de Atfl en respuesta a estrés (Sanso et al., 2008; Lawrence et

al., 2007).

4.3.4.2 Proteinas de unidon a ARN: Csx1, Upfl, Ciply Cip2

Csx1 es una proteina de unién ARN que es fosforilada por la forma activa de Styl en
respuesta a estrés oxidativo, lo que permite la estabilizacién los ARN mensajeros de atfl”y
pcr1” y la modulacion de la expresidon de genes dependientes de Atfl en estas condiciones
(Rodriguez-Gabriel et al., 2003). Upfl es un helicasa que también participa en la estabilizacion

de mensajero de atfl” en respuesta a estrés oxidativo (Rodriguez-Gabriel et al., 2006). Por
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ultimo, Cipl y Cip2 son dos proteinas de unidn a ARN que co-purifican con Csx1 y que

aparentemente muestran actividades opuestas a esta proteina (Martin et al., 2006).

4.3.4.3 Proteinas quinasas activadas por Styl: Cmk2, Srkl vy Plol

Cmk2 es una proteina quinasa tipo Il dependiente de calcio/calmodulina, ortéloga a RCK2
de S. cerevisiae, que es fosforilada in vivo por Styl en presencia de H,0,, aunque su funcion

especifica es desconocida (Sanchez-Piris et al., 2002).

Styl tiene una funcién crucial en la regulacién del ciclo celular mediante su accién sobre
las quinasa Srkl y la Polo quinasa Plol. En respuesta a estrés Sty1 fosforila a Srkl y promueve
su entrada en el nucleo, donde fosforila e inactiva a la fosfatasa Cdc25, bloqueando de esta
manera el inicio de la mitosis (Figura 4.3) (Lopez-Avilés et al., 2005, 2008; Smith et al., 2002).
Plol es fosforilada por Styl en respuesta a choque térmico o centrifugacién, lo que promueve
su reclutamiento en los cuerpos polares del huso (SPBs, “Spindle Pole Bodies”), donde modula
la actividad de la quinasa dependiente de ciclina Cdc2 por medio de Cdc25 y Weel (Peterseny

Hagan, 2005).

4.3.4.4 Factores reguladores de la traduccidn

En células eucariotas la actividad del factor de inicio de la traduccién elF2a es fundamental
para la regulacion de la sintesis proteica en respuesta a estrés. Styl regula la traduccion
reduciendo el estado de fosforilacidon de este factor (Dunand-Sauthier et al., 2005; Berlanga et
al., 2010). Ademas, en respuesta a estrés Styl se asocia in vivo al factor de elongacién eEF2 y al
factor de inicio de la traduccion elF3a, incrementando su estado de fosforilacion e

inactivandolos (Figura 4.3) (Asp et al., 2008).

4.3.5 Reguladores negativos de la ruta SAPK

La regulacion de la magnitud y duracién de la activacidn de las MAP quinasas es crucial
para permitir una respuesta adecuada frente a los estimulos ambientales (Dube y Tremblay,
2005). En este sentido, las fosfatasas de MAPKs son reguladores negativos esenciales, dada su
capacidad para desfosforilar las formas activas de las MAP quinasas en residuos de treonina,
tirosina, o ambos. En eucariotas se han descrito tres tipos de fosfatasas que regulan
negativamente a las MAPKs: fosfatasas de tirosina (PTPs), fosfatasas de serina y treonina

(PP2Cs), y fosfatasas de especificidad dual (DSPs) (Farooq y Zhou, 2004).
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En S. pombe las fosfatasas de tirosina Pypl y Pyp2, y las fosfatasas de serina y treonina
Ptcl y Ptc3 desfosforilan a Styl in vivo (Figura 4.3). Pmpl, la Unica fosfatasa de especificidad
dual existente en este organismo solamente regula negativamente a Pmk1, la MAPK de la ruta
de integridad celular (Sugiura et al., Toda, 1998; Madrid et al., 2007). Pypl y Pyp2 presentan
localizacién nucleo-citoplasmatica tanto en crecimiento vegetativo como en situaciones de
estrés (Gaits y Russel, 1999), y se unen y desfosforilan in vivo a Styl en el residuo de tirosina-
173 (Millar et al., 1995; Degols y Shiozaki, 1996). Pypl es la principal responsable de la
desactivaciéon de Styl en células en crecimiento, mientras que la desforforilacion en
situaciones de estrés es realizada conjuntamente por Pypl y Pyp2 (Shiozaki y Russel, 1995;
Millar et al., 1995). La expresidén basal del gen pypl+, asi como la induccién por estrés de
pypl’, pyp2’, y ptcl’, es regulada por Styl-Atfl (Figura 4.3), constituyendo un mecanismo de
retroalimentacion negativa (Wilkinson et al., 1996; Shiozaki y Russel, 1996; Degols y Shiozaki,
1996; Gaits et al., 1997).

De las cuatro fosfatasas del tipo PP2C, Ptcl y Ptc3 desactivan a Styl in vivo mediante la
desfosforilacion del residuo de treonina-171 (Nguyen y Shiozaki, 1999). En el caso del choque
térmico, donde el aumento de la actividad de Sty1 es resultado de la inhibicion temporal de la
unién de Pyp1, la accién de Ptcl y Ptc3 permite recuperar el nivel basal de fosforilacidon de la

MAP quinasa (Nguyen y Shiozaki, 1999).

4.4 Ruta de MAP quinasas de integridad celular en S. pombe

Dicha ruta, cuyo elemento central es la MAP quinasa Pmk1/Spm1, es esencial para el
control de la integridad celular en S. pombe y participa en procesos como la construccién y
mantenimiento de la pared celular, la citocinesis, la morfogénesis, la fusién de vacuolas
durante el estrés hipotdnico, y la homeostasis idnica (Toda et al., 1996; Zaitsevskaya-Carter y
Cooper, 1997; Sugiura et al., 1999; Loewith et al., 2000; Madrid et al., 2006). La ausencia Pmk1
o de alguno de los componentes del médulo de MAPK provoca en S. pombe defectos severos
durante la citocinesis (multiseptacion) o la fusién de vacuolas, hipersensibilidad frente al estrés
osmatico y a dafios en la pared celular (Toda et al., 1996; Sengar et al., 1997; Zaitsevskaya-
Carter y Cooper, 1997; Sugiura et al., 1999; Loewith et al., 2000). A continuacidn se describen

los principales componentes de esta ruta de sefializacidn y su relevancia bioldgica.
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4.4.1 Sensores

En S. cerevisiae las proteinas transmembranales Wsc1, Mid2, y MIt1 actian como sensores
principales de la ruta de integridad celular (Levin, 2005). S. pombe posee dos sensores
homalogos a los citados, denominados Wscl y MIt2. Wsc1 localiza en los sitios de crecimiento
activo y en el septo de divisién, mientras que MIt2 localiza en la periferia celular. Un reciente
estudio ha puesto de manifiesto que ambas proteinas activan a la GTPasa Rhol, y que la
sobreexpresion de Rhol suprime la letalidad provocada por la doble delecidon de Wscl y Mlt2
(Cruz et al., 2013). La presencia de MIt2 es necesaria para la supervivencia celular frente a
diversos estreses, mientras que la sobreexpresién de Mscl activa la biosintesis de pared
celular. Sin embargo, aunque Wscl y MIt2 regulan el ensamblaje de la pared celular a través
de Rhol, lo hacen independientemente de la ruta de integridad celular, cuya actividad no se ve
afectada en mutantes wsclA y mit2A (Cruz et al., 2013). Por tanto, actualmente se desconoce
la identidad del sensor o sensores responsables en S. pombe de la deteccidn y transmision de

sefiales hacia la ruta de integridad celular.

4.4.2 Reguladores aguas arriba de moédulo de MAP quinasas

4.4.2.1 Las GTPasas Rhol y Rho2

En 2006 Ma y colaboradores demostraron que Rho2 y Pck2, junto con Cppl, actdan aguas
arriba de la cascada de MAP quinasas de integridad celular en S. pombe (Ma et al., 2006)
(Figura 4.4). Rho2 es farnesilado in vivo en el residuo de cisteina-197 del motivo -CAAX por la
farnesiltransferasa Cppl, permitiendo su anclaje a la membrana plasmatica y la correcta
activacion de la ruta (Ma et al., 2006). La letalidad asociada a la sobre-expresién de rho2” es
consecuencia de la hiperactivacion de la ruta de integridad celular, ya que es suprimida tras la
interrupcion de pck2” o de alguno de los componentes del médulo de MAP quinasas (Ma et al.,
2006). Por lo tanto, Rho2 regula positivamente la activacion del médulo Mkh1-Pek1-Pmk1 por
medio de Pck2 (Ma et al., 2006) (Figura 4.4).

Hasta la realizacién de este trabajo se habia propuesto que Rgfl (GEF de Rhol) regula la
activacion de Pmk1l favoreciendo la activaciéon de la GTPasa esencial Rhol (Garcia et al.,
2009a). La capacidad de Rhol de suprimir alguno de los fenotipos asociados a la falta de Rho2,
y la activacidn residual de Pmk1 observada en ausencia de Rho2 o Pck2 (Barba et al., 2008),
apuntaban a Rhol como posible activador de la ruta de integridad celular. Parte del trabajo

realizado en la presente Tesis se ha dedicado a dilucidar dicho papel. Por otra parte, Rhol se
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encuentra geranil-geranilado in vivo en su extremo —CAAX, siendo esta modificacion lipidica

esencial para ejercer sus funciones bioldgicas (Arellano et al., 1998).
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Figura 4.4 Ruta de MAP quinasas de integridad celular en S. pombe.

4.4.2.2 Las proteinas quinasas Pckl y Pck2

En mamiferos se han definido hasta 20 isoformas de proteinas quinasas C (PKCs) (Mellor y

Parker, 1998). Por el contrario, mientras que S. cerevisiae presenta un ortélogo esencial de la
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PKC denominado Pkcl (Levin et al., 1990), S. pombe posee dos ortélogos denominados Pckl y
Pck2 (Toda et al., 1993). Aunque los mutante simples pck1A o pck2A son viables, la doble
delecion de ambos genes es letal, lo que sugiere que Pckl y Pck2 comparten funciones
esenciales durante el crecimiento celular. Los mutantes pck2A muestran defectos en
polaridad, paredes celulares delgadas, e hipersensibilidad a temperaturas elevadas y al
tratamiento con enzimas liticas (Toda et al., 1993; 1996; Shiozaki y Russell, 1995). La delecién
de Pckl no causa fenotipos evidentes, excepto una moderada sensibilidad frente al Calcofluor
y la Equinocandina B, un inhibidor de la B-glucan sintasa (Arellano et al., 1997). Por otro lado,
mientras que la sobreexpresién de Pckl no produce alteraciones evidentes, la sobreexpresion
de Pck2 es letal, dando lugar a células con paredes muy gruesas y deformadas (Arellano et al.,
1999a).

Ambas quinasas, relacionadas desde el punto de vista estructural y funcional con las
quinasas asociadas a Rho de mamiferos (“PKC-Related Kinases” o PRKs), contienen en su
extremo amino terminal dos secuencias HR1 responsables de su unién a GTP-Rhol y GTP-Rho2
(Mellor y Parker, 1998), y secuencias tipo PEST, implicadas en su degradacidon por el
proteasoma (Arellano et al., 1999b). Pckl y Pck2 son muy inestables, y su unién a las formas
activas de Rhol y Rho2 aumenta su estabilidad. Ademas, dicha unidén promueve cambios en su
localizacién, estabilizandolas en los sitios donde su funcion es requerida. De hecho, Pckl y
Pck2 co-localizan con Rhol y Rho2 en zonas de crecimiento (Matsuyama et al., 2006).
Probablemente Pckl y Pck2 son fosforiladas y activadas por Ksgl, el Unico ortdlogo a la
guinasa dependiente de fosfoinositidos (PDK1) presente en S. pombe (Niederberger vy
Schweingruber, 1999), aunque esta hipdtesis no ha sido todavia demostrada (Pérez y Cansado

2010).

Pck2 fue identificado como un componente de la ruta de integridad celular en S. pombe
debido a su capacidad de complementar el fenotipo “VIC” (ver mds adelante) (Ma et al., 2006).
Pck2 es activado por Rho2 y transmite la sefial hacia Pmk1 gracias a su interaccién con la
MAPKK quinasa Mkh1 (Figura 4.4). Sin embargo, distintas evidencias genéticas y bioquimicas
obtenidas previamente a la realizacion de este trabajo sugerian que Pckl participaba en el
control de la integridad celular en paralelo a Rho2-Pck2-Pmk1 (Ma et al., 2006), o era un

regulador negativo de dicha ruta (Barba et al., 2008).
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4.4.3 Médulo de MAP quinasas

El médulo de MAP quinasas de la ruta de integridad celular esta formado por la MAPKK
quinasa Mkh1, la MAPK quinasa Pek1/Skh1 y la MAP quinasa Pmk1/Spm1. En respuesta a un
estimulo externo se produce la fosforilacion secuencial de los componentes del médulo (Figura

4.4).

4.4.3.1 MAPKK quinasa Mkh1

Mkh1 (“Mek Kinase Homolog 1”) fue identificada como la MAPKKK de la ruta de integridad
en S. pombe debido, por una parte, a su alto grado de identidad con la MAPKKK BCK1 de S.
cerevisiae, y por otra, a que su ausencia provoca los mismos fenotipos que la falta Pekl o
Pmk1 (Sengar et al., 1997; Madrid et al., 2006). Mkh1 es fosforilado por Pck2, y transmite la
sefial de activacién al resto de componentes del mddulo al interaccionar in vivo con la MAPKK
Pekl y la MAPK Pmk1, formando un complejo ternario (Loewith et al., 2000; Madrid et al.,
2006).

4.4.3.2 MAPK quinasa Pekl

El gen pek1+ (“pombe mEK 1”), también denominado skh1+, codifica la MAPK quinasa de la
ruta de integridad celular en S. pombe y presenta un 46% de identidad con MKK1 y MKK2, las

MAPK quinasas de la ruta andloga en S. cerevisiae.

INACTIVO ACTIVO

Figura 4.5 Pek1 como interruptor molecular.

Pekl es fosforilada y activada por Mkh1 en respuesta a un estimulo activador de la ruta
(Sugiura et al., 1999) (Figura 4.4). Cabe destacar que, en células no estresadas, la forma
inactiva de Pekl se une a Pmk1 actuando como un inhibidor de la sefializacién. Esta funcion
dual de Pek1 segun su estado de fosforilacién le permite actuar como un interruptor molecular

dando lugar a una respuesta del tipo “todo o nada” (Sugiura et al., 1999) (Figura 4.5).
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4.4.3.3 MAP quinasa Pmk1l

La MAPK Pmk1/Spm1 (“S. pombe MAP kinase 1”) fue caracterizada como un homologo
estructural de MPK1/SLT2 de S. cerevisiae, y constituye el elemento central de la ruta de
integridad celular en S. pombe (Toda et al., 1996; Sengar et al., 1997). Pmk1 es fosforilada de
manera dual por Pekl en dos residuos conservados de treonina y tirosina en las posiciones 186
y 188 de motivo de activacién —TEY- (Sugiura et al., 1999; Loewith et al., 2000; Madrid et al.,
2006). La activacién de Pmk1 es completamente dependiente de Mkh1 y Pekl, indicando que

se trata de un médulo de transmisién lineal no ramificado (Figura 4.4) (Madrid et al., 2006).

Pmk1 es ortdloga a las MAPKs ERK1 y ERK2 presentes en humanos que forman parte de la
cascada cldsica de quinasas activadas por mitdégenos, y que se activan en respuesta a factores
de crecimiento, ésteres de forbol, y en menor medida por estrés osmético o citoquinas
(Schaeffer y Weber, 1999). Aunque inicialmente se creia que Pmk1 se activaba unicamente en
respuesta a temperaturas elevadas o tras el tratamiento con cloruro sddico, nuestro grupo ha
descrito que también se activa en respuesta a distintas situaciones adversas, como el estrés
hiper- e hipo-osmético, el ayuno de glucosa, el dafio a la pared celular inducido con
caspofungina (una equinocandina que inhibe la actividad de las B-glucan sintasas de la pared
celular), y el estrés oxidativo mediado por hidroperdxidos o agentes pro-oxidantes (Figura 4.4)
(Madrid et al., 2006; Soto et al., 2007; Barba et al., 2008). Los mutantes de S. pombe carentes
de Pmk1 son sensibles a la mayoria de los tipos de estrés que inducen su activacidn, por lo que
la funcion de la MAPK es necesaria para la adaptacidn y supervivencia celular frente a tales

condiciones.

Sorprendentemente, a diferencia del modelo de S. cerevisiae, los elementos que actian
aguas arriba del mddulo de MAP quinasas pueden actuar o no como reguladores de la ruta
dependiendo del tipo de estrés (Barba et al., 2008). Asi, mientras que la activaciéon de Pmk1
inducida por los estreses hipo- e hiperténico depende totalmente de la sefalizacion mediada
por Rho2-Pck2 (Figura 4.4), la activacién durante la separacidn celular o el tratamiento con
peréxido de hidréogeno es completamente independiente de ambas proteinas (Figura 4.4)
(Barba et al., 2008). Otros estreses, como el ayuno de glucosa o el dafio de la pared celular
pueden ser canalizados a través de Pck2 o por medio de rutas alternativas (Figura 4.4) (Barba
et al., 2008). Estas observaciones sugieren la existencia de diversas rutas que regulan la

actividad basal y la activacion de Pmkl en respuesta a estrés, y que actlan de manera
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independiente del control de Rho2 y/o Pck2 segun la naturaleza del estimulo activador (Barba

et al., 2008).

Mkh1 (MAPKKK) y Pekl (MAPKK) son proteinas esencialmente citoplasmaticas, aunque
también localizan en el septo durante la citocinesis. Sin embargo Pmk1l (MAPK) presenta
localizacién nucleo/citoplasmatica, asi como en el huso mitdtico, el corpuisculo polar del huso
(SPB), y el septo (Madrid et al., 2007). Contrariamente al modelo descrito para ERK1/2 en
mamiferos, la localizacidn de Pmk1l no se modifica en respuesta a estrés ni en ausencia de
Mkh1 ni Pekl, lo que sugiere que su activacidn tiene lugar en el citoplasma y/o septo, y que
tanto las formas activa como inactiva de la MAPK son capaces de translocarse al nucleo

(Madrid et al., 2007).

4.4.4 Efectores de la ruta de integridad celular

4.4.4.1 Proteinas de unidon a ARN: Rncly Nrd1

Rncl (“RNA-binding protein that supresses calcineurin deletion 1”), participa en la
regulacién de Pmpl, la fosfatasa especifica de Pmkl, uniéndose a su ARN mensajero y
estabilizandolo (Sugiura et al., 2003). Pmk1 en su estado activo fosforila a Rncl, que su vez
estabiliza a Pmp1. Es decir, Rncl regula negativamente la actividad de Pmk1l por medio de

Pmp1l (Sugiura et al., 1998 y 2003) (Figura 4.4).

Nrd1 regula la citocinesis mediante la unién y estabilizacién del ARN mensajero del gen
cdc4” (cadena ligera de la miosina Il). Pmk1 en su forma activa se une y fosforila a Nrd1,
impidiendo su unién al ARNm de cdc4’, lo que promueve su desestabilizacién (Satoh et al.,
2009). La fosforilacién de Nrd1 por Pmk1 es dependiente de la fase del ciclo celular (Satoh et

al., 2009).

4.4.4.2 Factores de transcripcion: Atfl y Mbx1

Atfl es un factor transcripcional clave en la respuesta a estrés de S. pombe cuya actividad
es regulada fundamentalmente por la ruta SAPK. Sin embargo también es fosforilado por Pmk1
en ciertas condiciones, como en respuesta a dafios en la pared celular (Takada et al., 2007).
Ademas, Pmk1 refuerza a la ruta SAPK en respuesta la limitacion de glucosa por medio de Atf1,
activando la expresién de los genes que intervienen en la adaptacién al metabolismo
respiratorio como fbpl® o pyp2* (Madrid et al., 2013). Por tanto Atfl actia como efector
comun y nexo de unién entre ambas rutas de MAP quinasas en contextos bioldgicos concretos.
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Mbx1 es un factor de transcripcidon que en S. pombe regula la expresidén génica durante la
transicion M-G1 del ciclo celular (Papadopoulou et al., 2008). Mbx1 participa en la ruta de
integridad celular mediante la regulacién de la induccién del gen ecm33’, que codifica una
proteina de pared celular con motivo GPI (glicosil-fosfatidil-inositol) (Takada et al., 2010). La
expresion de ecm33” se induce en presencia de agentes que dafian la pared celular (Jung y
Levin, 1999), y en respuesta a los mismos estreses que activan a Pmk1, siendo dicha induccion

regulada tanto por Atfl como por Mbx1 (Takada et al., 2010).

4.4.4.3 Canalidnico: Cchl-Yam8

Los genes yam8"y cch1’ codifican las subunidades de un canal de calcio (Ca*) presente en
la membrana plasmatica de S. pombe. En presencia de sales (NaCl, KCl, o MgCl,) o de
compuestos que causan dafio en la pared celular se produce la activacidon de la ruta de
integridad celular, de forma que Pmkl en su estado activo fosforila y activa a Cchl,
produciendo la apertura del canal formado por el complejo Cchl-Yam8 y permitiendo la
entrada de Ca** a la célula (Figura 4.6). El aumento de los niveles intra-citoplasmaticos de Ca**
promueve a su vez la activacién de la calcineurina (Ppb1), que desfosforila a Cchl causando el
cierre del canal. Por tanto, la sensibilidad salina que presentan los mutantes con niveles
elevados de fosforilacién de Pmk1 es debida al efecto dafiino que provoca el aumento de la
entrada de Ca®* en la célula como consecuencia de la hiperactivacién del canal Cch1-Yam8 (Ma

etal., 2011).

NacCl, KCl, MgCi2
Cﬁ Daiios en pared-celular

CITOPLASMA

Figura 4.6 Regulacion antagdnica de la concentracion de Ca” intracelular por parte de Pmk1 y Ppb1.

46



Introduccion

La falta de Ppbl o su inactivacion farmacoldgica en presencia de FK506 (un inhibidor
especifico de la calcineurina) también provoca hipersensibilidad salina, y puede ser suprimida
en ausencia de los principales elementos de la ruta (Rho2, Pck2, Mkh1, Pekl o Pmk1), al
impedir la entrada de Ca®* en la célula (Ma et al., 2011). Este fenotipo, denominado “VIC”
(“Viable in the presence of inmunossuppresant and chloride ion”), es un marcador
caracteristico de los mutantes que presentan defectos en la actividad de la ruta de integridad
celular y ha sido utilizado frecuentemente para el rastreo e identificacion de mutantes

afectados en su funcion.

4.4.4.4 Proteinas reguladoras de ciclo celular: Clpl

Clp1 es un ortdlogo de la fosfatasa esencial CDC14 de S. cerevisiae. En células vegetativas
Clp1l localiza en el nucléolo, “liberandose” de este organulo para acceder a sus sustratos en
respuesta a dafios en el ADN, o durante el estrés oxidativo mediado por H,0, (Diaz-Cuervo y
Bueno, 2008). Recientemente se ha demostrado que Pmk1 fosforila a Clpl, y que su falta
retrasa la liberacién de Clpl del nucléolo durante el tratamiento con H,0,. Por tanto, la
fosforilacién de Pmk1 sobre Clp1 contribuye a la regulacidon temporal de este proceso (Broadus

y Gould, 2012).

4.4.5 Regulacidn negativa de la ruta de integridad celular

Pmp1 es el principal regulador negativo de la MAP quinasa Pmk1 (Sugiura et al., 1998). Se
trata de una fosfatasa de especificidad dual capaz de unirse e inactivar a Pmk1 desfosforilando
los residuos treonina-186 y tirosina-188 de la MAP quinasa. Los niveles de expresiéon de pmp1*
son constantes a lo largo del ciclo celular y no varian en situaciones de estrés. Tal como se ha
comentado en el apartado 4.4.4.1, la estabilidad del mensajero de pmp1’, depende de su

unidn la proteina de unidn a ARN Rnc1, que es fosforilada por Pmk1 (Sugiura et al., 2003).

Ademas de Pmp1, las fosfatasas de tirosina Pypl y Pyp2, asi como las fosfatasas de serinay
treonina Ptcl y Ptc3 son capaces de unirse y desfosforilar a Pmk1 in vivo (Madrid et al., 2007)
(Figura 4.4). El papel de cada una de estas fosfatasas en la regulacién de la actividad de Pmk1
depende del estado fisioldgico de las células. Pypl y Ptcl regulan el nivel de fosforilacion de
Pmk1 tanto en condiciones basales como en respuesta a estrés osmaotico, mientras que Pmp1
solo lo hace en crecimiento vegetativo, y Pyp2 en respuesta a estrés osmoético (Madrid et al.,

2007).
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4.5 Interconexion (“crosstalk”) entre las rutas de MAP quinasas de

respuesta a estrés y de integridad celular en S. pombe

La ruta SAPK se activa especificamente en respuesta a estimulos como el ayuno de
nitrégeno, presencia de metales pesados, baja temperatura, o la radiacion ultravioleta,
mientras que el estrés hipotdnico o los dafios en la pared celular solamente activan a la ruta de
integridad celular (Warbrick y fantes, 1991; Shiozaki y Russell, 1995a, b; Millar et al., 1995;
Soto et al., 2002; George et al., 2007; Toda et al., 1996; Sengar et al., 1997; Zaitsevskaya-Carter
y Cooper, 1997; Sugiura et al., 1999; Loewith et al., 2000 Madrid et al., 2006). Por el contrario,
otros estreses ambientales como el choque hiperosmético, la hipergravedad, el estrés
oxidativo, el choque térmico, o el ayuno de glucosa promueven la activacién de las dos rutas
de sefalizacidon (Madrid et al., 2007), lo que sugiere la existencia de algun tipo de interrelacidn

funcional.

El primer punto de interconexidn entre ambas rutas viene dado por las fosfatasas Pypl,
Pyp2, Ptcl y Ptc3, cuya activacidn transcripcional es dependiente de la actividad de la ruta
SAPK por medio de Styl y Atfl, y que ademas de regular negativamente a Sty1, son capaces de
desfosforilar a Pmk1 (Figura 4.4 y 4.7) (Madrid et al., 2007). Estudios posteriores confirmaron
la relevancia de la ruta SAPK en la regulacion negativa de la actividad de Pmk1 mediante la
caracterizacién de la proteina ribosdémica Cpc2, ortélogo a RACK1 (“Receptor of Activated
protein C Kinase”) en eucariotas superiores. La unién de Cpc2 a la subunidad 40S del ribosoma
es esencial para la traduccidn, entre otros, de los RNA mensajeros de Pypl y Pyp2 durante el
crecimiento vegetativo y en respuesta a estrés (Figura 4.7), regulando el nivel de fosforilacidn

de Styl y Pmk1 (Nufiez et al., 2009).

Por ultimo, el factor transcripcional Atfl define un segundo punto de interaccién entre
ambas rutas en condiciones de estrés por dafios en la pared celular y en la adaptacién celular
en ausencia de glucosa (Figura 4.7). En el primer caso, Atfl es fosforilado tanto por Styl como
por Pmk1 (Takada et al., 2007). En el segundo, Pmk1 incrementa la actividad de la ruta SAPK
activando a Atfl y favoreciendo la transmisién de la sefial aguas arriba de Styl (Madrid et al.,
2013). Ello sugiere que la ruta de integridad celular actia como refuerzo de la ruta SAPK en el
control de la supervivencia y adaptacién celular frente a ciertas condiciones de estrés (Madrid

et al., 2013).
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RUTA DE
INTEGRIDAD
CELlIJLAR

.

Figura 4.7 Interconexion (“crosstalk”) entre las rutas de respuesta a estrés y de integridad celular en S. pombe.
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Objetivos

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Numerosos estudios han destacado la importancia de las rutas de sefalizacion mediadas
por MAP quinasas (proteinas quinasas activadas por mitdgenos, MAPK) en la respuesta de las
células eucariotas frente a distintos estimulos ambientales y situaciones de estrés. La levadura
con fisién Schizosaccharomyces pombe constituye un excelente modelo para el estudio de las
sefiales y circuitos moleculares que promueven la activacion de las MAP quinasas, debido a
que se encuentra evolutivamente mds préxima a organismos superiores que al resto de
levaduras. El desarrollo de la presente Tesis se ha centrado en el estudio de la ruta de
integridad celular y su elemento central, la MAP quinasa Pmk1, cuya actividad es fundamental
para la regulacion de la construccion de la pared celular, la citocinesis, la morfogénesis, la

fusidn de vacuolas durante el estrés hipotdnico, y la homeostasis idnica.

Hasta la realizacidn de este trabajo, los Unicos elementos que se habia demostrado que
actlan aguas arriba del mdédulo de MAP quinasas de dicha ruta eran la GTPasa Rho2 vy el
ortdlogo de la PKC Pck2. Rho2 es un miembro de la superfamilia de GTPasas Ras que regulan
un importante nimero de procesos esenciales en organismos eucariotas. Su falta de funcion o
sobre-activacion provoca numerosas patologias, como la diabetes o el cancer, lo que hace que
sean objeto de un amplio campo de investigacion. A pesar de que Rho2 y Pck2 son los Unicos
activadores conocidos de la ruta de integridad celular, Pmk1 puede ser activada en respuesta a
ciertos estimulos ambientales en su ausencia, lo que sugiere la existencia de otros elementos
reguladores de la ruta. La GTPasa esencial Rhol se ha propuesto como posible activador aguas
arriba de la ruta de MAP quinasas de integridad celular, dada su capacidad para rescatar
parcialmente alguno de los fenotipos asociados a la ausencia de Rho2. Ademds, ambas
GTPasas interaccionan in vivo con Pckl y Pck2, los dos ortélogos de la PKC presentes en S.
pombe. Al contrario de Pck2, resultados previos apuntaban a que Pckl era sin embargo un

regulador negativo de la ruta.

Rho2 sufre una serie de modificaciones lipidicas in vivo en el motivo -CAAX de su extremo
carboxilo terminal que incluyen la farnesilacion del residuo de cisteina-197, lo que permite su
anclaje a la membrana plasmatica y el desarrollo de su funcion bioldgica. Sin embargo, la
presencia de una cisteina adicional en posicion inmediatamente anterior a la cisteina prenilada
sugiere que Rho2 se encuentra palmitoilado en dicho residuo, tal como sucede en Rho
GTPasas humanas como RhoB, TC10/RhoQ, o Racl. La palmitoilacién es un proceso dindmico y
reversible de gran interés bioldgico, ya que constituye un mecanismo regulador de la unién de

proteinas a membranas asi como de la compartimentalizacién de su actividad bioldgica.
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Por ultimo, multiples estudios han puesto de manifiesto la importancia de la localizacidon
subcelular de los distintos componentes de lo mddulos de MAP quinasas en la respuesta
celular frente al estrés. En el caso de la ruta de integridad celular, mientras que Mkh1 (MAPKK
quinasa) y Pekl (MAPK quinasa) son proteinas citoplasmaticas, Pmk1 (MAP quinasa) muestra
una localizacién nucleo/citoplasmatica constitutiva, asi como en el huso mitdtico, el
corpusculo polar del huso, y el septo durante la separacién celular. Sin embargo, a diferencia
del modelo clasico descrito en ERK1/2 en mamiferos, la localizacion subcelular de Pmk1 no se
modifica en respuesta a estrés, lo que indica que tanto la forma activa como inactiva de la
MAP quinasa son capaces de entrar en el nucleo. Todo ello nos llevd a cuestionar cual es la

verdadera relevancia biolégica de la localizacidn nuclear de Pmk1.

En base a los antecedentes descritos, nos planteamos el abordaje los siguientes objetivos:

1- Estudio del papel de Rhol y Pckl como activadores de la ruta de integridad celular en S.

pombe.

Los resultados obtenidos tras el desarrollo de este objetivo han sido publicados en el
articulo: Rhol GTPase and PKC Ortholog Pckl Are Upstream Activators of the Cell Integrity
MAPK Pathway in Fission Yeast (2014), PLoS One 9:e88020.

2- Papel de la palmitoilacién de Rho2 sobre su localizacidon subcelular y la regulacion de la

ruta de integridad celular.

Las evidencias obtenidas tras el desarrollo de este objetivo han sido publicadas en el
articulo: Rho2 palmitoylation is required for plasma membrane localization and proper
signaling to the fission yeast cell integrity MAPK pathway, Molecular and Cellular Biology
(2014), Molecular and Cellular Biology doi:10.1128/MCB.01515-13 (aceptado/en prensa).

3- Estudio de la relevancia de la localizacidon nuclear de Pmk1 sobre su actividad bioldgica.

Los resultados obtenidos tras el desarrollo de este objetivo han sido publicados en el
articulo: Biological Significance of Nuclear Localization of Mitogen-activated Protein Kinase

Pmk1 in Fission Yeast (2012), Journal of Biological Chemistry 287: 26038-26051.
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Abstract

In the fission yeast Schizosaccharomyces pombe the cell integrity pathway (CIP) orchestrates
multiple biological processes like cell wall maintenance and ionic homeostasis by fine tuning
activation of MAPK Pmk1 in response to various environmental conditions. The small GTPase
Rho2 positively regulates the CIP through protein kinase C ortholog Pck2. However, Pmk1
retains some function in mutants lacking either Rho2 or Pck2, suggesting the existence of
additional upstream regulatory elements to modulate its activity depending on the nature of
the environmental stimulus. The essential GTPase Rhol is a candidate to control the activity of
the CIP by acting upstream of Pck2, whereas Pckl, a second PKC ortholog, appears to
negatively regulate Pmk1 activity. However, the exact regulatory nature of these two proteins
within the CIP has remained elusive. By exhaustive characterization of strains expressing a
hypomorphic Rho1 allele (rho1-596) in different genetic backgrounds we show that both Rho1
and Pck1 are positive upstream regulatory members of the CIP in addition to Rho2 and Pck2. In
this new model Rhol and Rho2 control Pmk1 basal activity during vegetative growth mainly
through Pck2. Notably, whereas Rho2-Pck2 elicit Pmk1l activation in response to most
environmental stimuli, Rhol drives Pmk1 activation through either Pck2 or Pckl exclusively in
response to cell wall damage. Our study reveals the intricate and complex functional
architecture of the upstream elements participating in this signaling pathway as compared to

similar routes from other simple eukaryotic organisms.

http://www.plosone.org/article/info%3Ad0i%2F10.1371%2Fjournal.pone.0088020
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Abstract

The fission yeast small GTPase Rho2 regulates morphogenesis and is an upstream activator of
the cell integrity pathway, whose key element, mitogen-activated protein kinase (MAPK)
Pmk1, becomes activated by multiple environmental stimuli and controls several cellular
functions. Here we demonstrate that farnesylated Rho2 becomes palmitoylated in vivo at
cysteine-196 within its carboxyl end and that this modification allows its specific targeting to
the plasma membrane. Unlike that of other palmitoylated and prenylated GTPases, the Rho2
control of morphogenesis and Pmk1 activity is strictly dependent upon plasma membrane
localization and is not found in other cellular membranes. Indeed, artificial plasma membrane
targeting bypassed the Rho2 need for palmitoylation in order to signal. Detailed functional
analysis of Rho2 chimeras fused to the carboxyl end from the essential GTPase Rhol showed
that GTPase palmitoylation is partially dependent on the prenylation context and confirmed
that Rho2 signaling is independent of Rho GTP dissociation inhibitor (GDI) function. We further
demonstrate that Rho2 is an in vivo substrate for DHHC family acyltransferase Erf2
palmitoyltransferase. Remarkably, Rho3, another Erf2 target, negatively regulates Pmk1
activity in a Rho2-independent fashion, thus revealing the existence of cross talk whereby both

GTPases antagonistically modulate the activity of this MAPK cascade.

http://mcb.asm.org/content/early/2014/05/06/MCB.01515-13
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Journal of Biological Chemistry 287: 26038-26051. doi:
10.1074/jbc.M112.345611

Abstract

Mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling pathways play a fundamental role in the
response of eukaryotic cells to environmental changes. Also, much evidence shows that the
stimulus-dependent nuclear targeting of this class of regulatory kinases is crucial for adequate
regulation of distinct cellular events. In the fission yeast Schizosaccharomyces pombe, the cell
integrity MAPK pathway, whose central element is the MAPK Pmk1, regulates multiple
processes such as cell wall integrity, vacuole fusion, cytokinesis, and ionic homeostasis. In
nonstressed cells Pmk1 is constitutively localized in both cytoplasm and nucleus, and its
localization pattern appears unaffected by its activation status or in response to stress, thus
questioning the biological significance of the presence of this MAPK into the nucleus. We have
addressed this issue by characterizing mutants expressing Pmk1 versions excluded from the
cell nucleus and anchored to the plasma membrane in different genetic backgrounds. Although
nuclear Pmk1 partially regulates cell wall integrity at a transcriptional level, membrane
tethered Pmk1 performs many of the biological functions assigned to wild type MAPK like
regulation of chloride homeostasis, vacuole fusion, and cellular separation. However, we found
that down-regulation of nuclear Pmk1 by MAPK phosphatases induced by the stress activated
protein kinase pathway is important for the fine modulation of extranuclearPmklactivity.

These results highlight the importance of the control of MAPK activity at subcellular level.

http://www.jbc.org/content/287/31/26038.long
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CONCLUSIONES

1. Conclusiones especificas

Los resultados obtenidos tras el desarrollo de la presente Tesis han permitido extraer las
siguientes conclusiones, que se presentan agrupadas de acuerdo con los objetivos propuestos

inicialmente.

Objetivo 1. Estudio sobre el papel de Rhol y Pckl como activadores de la ruta de integridad

celular en S. pombe.

Conclusiones:

- En S. pombe la GTPasa Rhol regula positivamente la ruta de integridad celular durante el
crecimiento vegetativo de forma alternativa a Rho2, y empleando al ortélogo a PKC Pck2 como

su principal diana.

- Pck2 es el principal regulador positivo de la ruta de integridad celular, mientras que la
participacion de Pckl en dicha ruta esta limitada a la respuesta celular frente al dafio en la

pared celular.

- Pck1 es diana de Rhol durante la activacion de Pmk1 en respuesta a estrés de pared celular,

aunque podria actuar independientemente de Rhol en otros contextos bioldgicos.

- Rhol promueve la supervivencia celular frente al dafio en la pared celular mediante

mecanismos dependientes e independientes de la activacidn de la ruta de integridad celular.

Objetivo 2. Papel de la palmitoilacion de Rho2 sobre su localizacién subcelular y la regulacién

de la ruta de integridad celular.

Conclusiones:

- La GTPasa Rho2 se encuentra palmitoilada in vivo en el residuo de cisteina-196 situado en su

extremo C-terminal.

- La palmitoilacion de Rho2 favorece su localizacion preferente en la membrana plasmatica,

aungue no influye sobre su actividad GTPasa.
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- La palmitoilacién y localizacion de Rho2 en la membrana plasmatica es necesaria para el
control de la morfogénesis, y una correcta sefializacidon hacia la ruta de MAP quinasas de

integridad celular durante el crecimiento vegetativo y en respuesta a estrés.

- La inclusién de secuencias polibasicas en el extremo carboxilo terminal de Rho2 interfiere con

su palmitoilacién dependiendo del contexto de prenilacion.

- La GDI Rdil regula negativamente la actividad de la ruta de integridad celular mediante un

mecanismo independiente de Rho2.

- La palmitoil transferasa de la familia DHHC Erf2 es la principal responsable de la

palmitoilacion in vivo de Rho2.

- Rho2 y Rho3 son palmitoiladas in vivo por Erf2, y regulan la actividad de la ruta de integridad

celular de manera antagonica.

Objetivo 3. Estudio de la relevancia de la localizacién nuclear de Pmk1 sobre su actividad

bioldgica.

Conclusiones:

- El/los mecanismo/s responsable/s de la entrada al nicleo de las formas activas e inactivas de
Pmk1 son independientes de la maquinaria de importe nuclear y de la presencia de secuencias

de localizaciéon nuclear.

- La exclusiéon nuclear de Pmk1 provoca un incremento en su estado basal de fosforilacion
debido a la ausencia de regulacidn negativa en dicho compartimento celular por las fosfatasas

Pypl, Pyp2, y Ptcl.

- La exclusién nuclear de Pmk1 no afecta a la regulacion de la fusién de vacuolas en respuesta
a estrés hipotdnico, y tampoco tiene un gran impacto sobre la dindmica de activacién de la

MAPK en respuesta a estrés, excepto en condiciones de choque térmico.

- Aunqgue la regulacion de la homeostasis idnica y de la separacion celular son ejercidas por
formas extra-nucleares de Pmk1, su presencia en el nulcleo es necesaria para una regulacién

fina de ambos procesos.
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Conclusiones

- Pmk1 regula parcialmente la respuesta celular frente al estrés por dafio en la pared celular

modulando la actividad del factor transcripcional Mbx1 a nivel nuclear.

2. Conclusiones generales

La unificacion de los resultados y conclusiones obtenidos nos llevan a proponer las

siguientes conclusiones generales:

1)

2)

3)

La GTPasa Rholy el ortdlogo de PKC Pckl son miembros de la ruta de integridad celular en
S. pombe ademas de los activadores previamente conocidos Rho2 y Pck2. Estos resultados
ponen de manifiesto la naturaleza compleja y ramificada de los mecanismos de

sefializacién que operan aguas arriba de esta ruta de sefalizacion.

En la levadura con fisidn, la GTPasa Rho2 se encuentra palmitoilada in vivo, siendo esta
modificacién critica para su correcta localizacién en la membrana plasmatica y para

ejecutar su papel regulador de la morfogénesis y de la ruta de integridad celular.

A diferencia de los organismos superiores, la localizacion nuclear de Pmk1 no es critica en
S. pombe para ejercer sus funciones bioldgicas. Sin embargo su presencia en el nicleo es
necesaria para la regulacion fina de algunas de estas funciones a nivel transcripcional.
Estas resaltan la importancia del control de la actividad de las MAP quinasas a nivel

espacio-temporal.
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