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RESUMEN 

Las rutas de señalización intracelular mediadas por proteínas quinasas activadas por mitógenos 

(MAPKs)  juegan un papel fundamental en la respuesta adaptativa de las células eucariotas frente a 

alteraciones ambientales. La levadura con fisión Schizosaccharomyces pombe presenta una gran 

versatilidad para la realización de análisis genómicos, bioquímicos, y celulares, constituyendo un 

excelente modelo para ampliar nuestros conocimientos sobre los procesos de señalización mediados 

por MAPKs, debido a la gran homología funcional que existe entre sus circuitos reguladores y los de 

organismos superiores. 

Diversos estudios han puesto de manifiesto la importancia de las proteínas quinasas C (PKCs) en 

múltiples procesos fisiológicos ya que regulan múltiples vías de señalización celular. En mamíferos, se 

ha demostrado que, independientemente de su actividad catalítica, la unión de ATP a la PKC 

promueve un cambio conformacional que la predispone a sufrir las modificaciones necesarias para su 

maduración y estabilidad. Las dos proteínas ortólogas a PKC, Pck1 y Pck2, son activadores aguas 

arriba del módulo de MAP quinasas de integridad celular, y actúan de forma redundante en S. pombe 

controlando funciones esenciales incluyendo morfogénesis, y la biosíntesis de la pared celular. En 

base a esto, tratamos de identificar los mecanismos responsables de la maduración, activación 

catalítica y estabilización de Pck1 y Pck2, analizando la fosforilación de Pck1y Pck2 en el bucle de 

activación y en los motivos de giro e hidrofóbico en versiones de mutantes de ambas proteínas. Los 

resultados obtenidos revelaron que, contrariamente a Pck2, la fosforilación in vivo de Pck1 en el bucle 

de activación, motivo de giro y motivo hidrofóbico es esencial para regular la estabilidad de la quinasa 

y sus funciones biológicas. Por otra parte, las PKCs poseen un motivo pseudosustrato (PS) que 

mantiene a la enzima en una conformación cerrada y autoinhibida. Este motivo bloquea la cavidad de 

unión al sustrato y protege a la quinasa de la desfosforilación a los sitios de fosforilación en AL, TM y 

HM dentro del dominio catalítico. La deleción del dominio PS o una mutación puntual en el residuo 

conservado de alanina por un glutámico cargado negativamente, hace que la quinasa sea 

constitutivamente activa tanto in vivo como in vitro. Tanto Pck1 como Pck2 también poseen sendos 

dominios PS, por lo que decidimos estudiar la estabilidad y señalización mediada por versiones 

mutantes de Pck1 y Pck2 en el motivo pseudosustrato. Así, la activación constitutiva de Pck2 

promovió su desfosforilación y desestabilización, mientras que incrementó los niveles de Pck1 e 

interfirió con la señalización aguas abajo de la ruta CIP regulada por Pck2. Por último, también hemos 

demostrado que mientras que la actividad catalítica es esencial para la función biológica de Pck1, una 

versión catalíticamente inactiva de Pck2  es parcialmente funcional.  

Por otra parte, trabajos previos han sugerido que la respuesta a estrés mediada por la ruta de MAP 

quinasas de integridad celular (CIP) es regulada a distintos niveles mediante su interacción con otras 

importantes vías de señalización intracelular, entre las que se encuentra la ruta TOR, que participa en 



la adaptación celular frente a cambios nutricionales y ambientales. La presente Tesis ha utilizado un 

enfoque multidisciplinar que combina técnicas genéticas, bioquímicas, y de biología celular, con el fin 

de estudiar las interacciones funcionales de las rutas CIP y TOR durante el control del crecimiento, la 

morfogénesis y las respuestas celulares frente al estrés. Para ello investigamos el posible papel de la 

GTPasa Ryh1 como modulador de la actividad de TORC2 durante la síntesis de Pck2 en respuesta a 

estrés y de la quinasa Gad8 como diana de TORC2 durante la síntesis de novo de Pck2 en estas 

condiciones. Además, hemos estudiado la relevancia de Pmk1 como regulador negativo de la 

señalización dependiente de TOR2C-Gad8 durante la respuesta a estrés y los mecanismos 

responsables de dicho control. Así, hemos podido concluir que Rhy1 activa la ruta de integridad 

celular (CIP) y la MAPK Pmk1mediante dos mecanismos distintos. El primero involucra a los 

complejos TORC2-Gad8 y TORC1-Psk1, los cuales promueven la síntesis  de Pck2 en respuesta al 

estrés por daño en la pared celular o tras el ayuno de glucosa. En el segundo mecanismo Ryh1 activa a 

Pmk1 de forma independiente de TORC2 regulando la localización y/o tráfico en la membrana 

plasmática de activadores aguas arriba de la cascada de MAPKs, entre los que se encuentran el 

ortólogo de PDK-1 Ksg1 y el GEF de Rho1 Rgf1. Finalmente, hemos confirmado que Pmk1 actúa 

aguas arriba de Ryh1 para inhibir la señalización de TORC2 en respuesta a estrés, aunque el 

mecanismo responsable de dicha regulación es todavía desconocido.  

En Schizosaccharomyces pombe  las MAP quinasas de respuesta a estrés Sty1 (ruta SAPK) y de 

integridad celular Pmk1 (ruta CIP) controlan múltiples aspectos del ciclo de vida de esta levadura, 

incluyendo la morfogénesis, el ciclo celular y la respuesta frente a distintas situaciones de estrés. A 

diferencia de otras proteínas quinasas, la activación catalítica de las MAP quinasas por las MAPK 

quinasas depende de su fosforilación dual en dos residuos de tirosina y treonina del motivo conservado 

–TXY- (donde “X” es glicina en Sty1/P-38, o ácido glutámico en Pmk1/ERK). En la presente Tesis 

planteamos el estudio de la posible relevancia biológica de las formas monofosforilables de las MAP 

quinasas Sty1 y Pmk1 mediante el estudio de su fosforilación in vivo en cepas que expresan las 

versiones mutantes monofosforilables en los residuos de treonina, tirosina o ambos residuos. Los 

resultados obtenidos han permitido concluir la existencia in vivo de formas monofosforiladas en 

tirosina o treonina de Sty1 y Pmk1. Sorprendentemente, las cepas que expresan versiones de Sty1 y 

Pmk1 monofosforiladas en tirosina mostraron un notable incremento en el grado de fosforilación basal 

en dicho residuo en comparación con las versiones silvestres. Este fenómeno fue debido a un bloqueo 

(“trapping”) del sitio de anclaje por parte de sus respectivas MAPKKs, Wis1 y Pek1, lo que impide la 

interacción de la Sty1 y/o Pmk1 con reguladores negativos (fosfatasas), y otros sustratos. Por otra 

parte, las cepas que expresan versiones de Sty1 o Pmk1 monofosforilables en treonina mostraron una 

notable capacidad para suprimir la mayoría de los defectos asociados a la falta de ambas MAPKs, 

como alteraciones en la progresión del ciclo celular y la citoquinesis, pared celular desestructurada, y 

sensibilidad frente estrés (térmico, osmótico, oxidativo). Sin embargo, el grado de supresión fue 



siempre menor que el observado cuando se expresan las versiones silvestres de ambas MAPKs. En 

base a estas observaciones proponemos un modelo en el que las formas biológicamente activas de 

Sty1 y Pmk1 son esencialmente las formas fosforiladas en treonina. Sin embargo en dicho modelo la 

fosforilación inicial en tirosina actúa como “cebador”, permitiendo que la posterior fosforilación en 

treonina (activación catalítica) sea adecuada tanto en magnitud como en duración. Estas observaciones 

confirman el papel clave que ejerce la fosforilación en el residuo de tirosina para la activación 

catalítica de ambas MAP quinasas. 
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1.1. Características Generales de 

La levadura Schizosaccharomyces pombe

en 1893 a partir de cerveza de mijo elaborada en ciertas regiones de África. Su nombre genérico hace 

referencia por un lado a su condición de levadura (

división por fisión (Schizo-). En cuanto al epíteto, indica el nombre local de la cerveza elaborada con 

esta levadura. Sin embargo, la mayoría de las cepas silvestres y mutantes de 

en los laboratorios proceden de un aislamiento realizado en Europa 

partir de mosto. En los años 40 

Murdoch Mitchison reconoció su potencial único para

debido a su peculiar morfología y forma de división. Posteriormente, en los años 70, 

combinó con éxito los estudios de 

un incremento exponencial en el empleo de esta levadura como modelo experimental.

S. pombe es un eucariota unicelular que forma colonias de células libres inmóviles. Durante el 

crecimiento vegetativo su morfología es cilíndrica, con un tamaño de 12

diámetro de 3-4 µm (Figura 1.1).

Figura 1.1 Imágenes de la levadura con fisión 

Taxonómicamente, S. pombe

los ascomicetos (Tabla 1.1). Sin embargo, el análisis de sus genomas ha puesto de manifiesto que 

ambas levaduras se separaron evolutivamente hace 1000

2001; Sipiczki, 2000), coincidiendo aproximadamente con la separación de los hongos de plantas y 

metazoos. De hecho, la divergencia observada entre algunos genes homólogos de 

cerevisiae es tan grande como la que presentan con sus respectivos homólogos en humanos.

El genoma de S. pombe

Bahler, 2002), y su ciclo biológico es rápido y principalmente haploide, lo que facilita su 

manipulación genética y lo hace especialmente apropiado como organismo modelo en 

Al tratarse de un eucariota simple, posee un alto grado de similitud con células de organismos 

superiores en lo que se refiere a procesos biológicos tales como la organización del citoesqueleto, la 

1 

Características Generales de Schizosaccharomyces pombe

Schizosaccharomyces pombe (Figura 1.1) fue aislada por primera vez por Linder 

en 1893 a partir de cerveza de mijo elaborada en ciertas regiones de África. Su nombre genérico hace 

referencia por un lado a su condición de levadura (-Saccharomyces), y por otro a su mecanismo de 

). En cuanto al epíteto, indica el nombre local de la cerveza elaborada con 

esta levadura. Sin embargo, la mayoría de las cepas silvestres y mutantes de S. pombe

en los laboratorios proceden de un aislamiento realizado en Europa por A. Osterwalder

partir de mosto. En los años 40 Urs Leupold caracterizó genéticamente a S. pombe,

reconoció su potencial único para los estudios de crecimiento y división celular 

debido a su peculiar morfología y forma de división. Posteriormente, en los años 70, 

combinó con éxito los estudios de Mitchison con la aproximación genética de Leupold,

exponencial en el empleo de esta levadura como modelo experimental.

es un eucariota unicelular que forma colonias de células libres inmóviles. Durante el 

crecimiento vegetativo su morfología es cilíndrica, con un tamaño de 12-15 µm de longitud y

4 µm (Figura 1.1). 

Figura 1.1 Imágenes de la levadura con fisión Schizosaccharomyces pombe mediante diversas técnicas microscópicas

S. pombe, al igual que Saccharomyces cerevisiae, pertenece al grupo de 

los ascomicetos (Tabla 1.1). Sin embargo, el análisis de sus genomas ha puesto de manifiesto que 

ambas levaduras se separaron evolutivamente hace 1000-1200 millones de años 

, coincidiendo aproximadamente con la separación de los hongos de plantas y 

metazoos. De hecho, la divergencia observada entre algunos genes homólogos de 

es tan grande como la que presentan con sus respectivos homólogos en humanos.

S. pombe está totalmente secuenciado (3 cromosomas, ~14 Mb)

, y su ciclo biológico es rápido y principalmente haploide, lo que facilita su 

manipulación genética y lo hace especialmente apropiado como organismo modelo en 

Al tratarse de un eucariota simple, posee un alto grado de similitud con células de organismos 

superiores en lo que se refiere a procesos biológicos tales como la organización del citoesqueleto, la 
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Schizosaccharomyces pombe 

(Figura 1.1) fue aislada por primera vez por Linder 

en 1893 a partir de cerveza de mijo elaborada en ciertas regiones de África. Su nombre genérico hace 

), y por otro a su mecanismo de 

). En cuanto al epíteto, indica el nombre local de la cerveza elaborada con 

S. pombe que se utilizan 

por A. Osterwalder en 1921 a 

S. pombe, y en 1950 

los estudios de crecimiento y división celular 

debido a su peculiar morfología y forma de división. Posteriormente, en los años 70, Paul Nurse 

Leupold, dando lugar a 

exponencial en el empleo de esta levadura como modelo experimental. 

es un eucariota unicelular que forma colonias de células libres inmóviles. Durante el 

15 µm de longitud y un 

mediante diversas técnicas microscópicas. 

, pertenece al grupo de 

los ascomicetos (Tabla 1.1). Sin embargo, el análisis de sus genomas ha puesto de manifiesto que 

1200 millones de años (Heckman et al., 

, coincidiendo aproximadamente con la separación de los hongos de plantas y 

metazoos. De hecho, la divergencia observada entre algunos genes homólogos de S. pombe y S. 

es tan grande como la que presentan con sus respectivos homólogos en humanos. 

cuenciado (3 cromosomas, ~14 Mb) (Wood y 

, y su ciclo biológico es rápido y principalmente haploide, lo que facilita su 

manipulación genética y lo hace especialmente apropiado como organismo modelo en biología 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 biológicos tales como la organización del citoesqueleto, la 



Introducción 

2 
 

compartimentalización celular, o el procesamiento de RNA, entre otros. Además, su mecanismo de 

división por bipartición la convierte en idónea para el estudio del ciclo celular, ya que, atendiendo a su 

morfología, es relativamente sencillo identificar la fase del ciclo en que se encuentra. Por otro lado, 

sus proteínas se encuentran fuertemente conservadas evolutivamente en relación a organismos 

superiores, siendo un organismo enormemente atractivo para el estudio de rutas de señalización y 

transducción de señales. Finalmente, al tratarse de un hongo, posee una pared celular rígida que lo 

protege mecánicamente y mantiene la forma y la estabilidad osmótica. Esta característica permite su 

empleo como modelo para el estudio de los procesos implicados en la formación, biosíntesis y 

degradación de este componente celular, y en la identificación y cribado de fármacos antifúngicos. 

DOMINIO Eukarya 

REINO Mycota 

SUBREINO Neomycota 

FILO Ascomycota 

SUBFILO Archiascomycotina 

(Taphrimycotina) 

CLASE Schizosaccharomycetes 

Taphrinomycetes 

ORDEN Schizosaccharomycetales 

FAMILIA Schizosaccharomycetaceae 

GÉNERO Schizosaccharomyces 

ESPECIE Schizosaccharomyces pombe 

  Tabla 1.1 Clasificación taxonómica de Schizosaccharomyces pombe. 

1.1.1. Ciclo de vida de Schizosaccharomyces pombe 

En condiciones favorables de crecimiento, S. pombe es haploide y se divide asexualmente por 

mitosis (ciclo mitótico; 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 conjugación entre tipos sexuales opuestos, 

denominados h+ y h- (cepas heterotálicas). Por otro lado, existen cepas homotálicas (h90) capaces de 

conjugar entre sí, ya que en condiciones adversas algunas células pueden variar el tipo sexual. 

En medios de cultivo ricos en glucosa el ciclo vegetativo de una cepa haploide de S. pombe 

tiene una duración aproximada de entre 2 y 4 horas. Cuando las células detectan la limitación de 

nutrientes, y en especial en ausencia de nitrógeno, se induce el ciclo sexual (Figura 1.2). Las células 

bloquean su ciclo celular en la fase G1, y cuando en la población existen ambos tipos sexuales (h+ y h-
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), comienza el proceso de conjugación. Dos células de sexo opuesto se reconocen mediante feromonas 

y a continuación se produce la elongación 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 formación de un asca con cuatro esporas haploides (Figura 

1.2). Finalmente las paredes del asca se autolisan, liberando los cuatro productos meióticos que 

pueden sobrevivir durante largos periodos de tiempo en condiciones abióticas (Leupold, 1949). 

Cuando las condiciones ambientales lo permiten, las esporas germinan y entran nuevamente en el ciclo 

mitótico (Yamamoto et al., 1997) (Figura1.2). 

       Figura 1.2 Ciclo de vida de Schizosaccharomyces pombe. 

Alternativamente, el zigoto puede mantenerse en un ciclo vegetativo diploide si las 

condiciones nutricionales mejoran en el momento de su formación. Sin embargo los zigotos son 

bastante inestables, y si las condiciones siguen siendo desfavorables inician la meiosis sin necesidad 

de conjugar, originando ascas azigóticas constituidas por cuatro ascosporas haploides (Figura 1.2). 

Dado que se trata de un organismo eucariota, el ciclo mitótico de Schizosaccharomyces pombe 

está 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 replicación de los cromosomas, y se caracteriza por la síntesis de RNA 

y proteínas necesarias para la duplicación del ADN. En esta fase las células inician el ciclo sexual en 

caso de limitación de nutrientes. A continuación tiene lugar la fase S, en la que se produce la 
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replicación del DNA. En S. pombe, la duración de la fase G1 es relativamente corta, pues tras la 

división las células hijas ya poseen un tamaño suficiente para iniciar la duplicación 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 tamaño crítico, comienza la mitosis (fase M), produciéndose la condensación de 

los cromosomas, la formación del huso mitótico, y la segregación de las cromátidas hermanas hacia 

ambos polos celulares (Hagan y Hyams, 1988) (Figura 1.2). Tras la mitosis se produce la división 

celular (citocinesis) mediante la formación de un septo de división en el centro de la célula. El septo 

primario, rico en β-glucano, comienza a crecer desde la superficie interna de la pared celular hasta 

dividir el citoplasma en dos partes iguales. A continuación, cada célula hija contribuye a la formación 

de un septo secundario a ambos lados del primario. La formación del septo maduro, compuesto por 

tres capas (primario y dos secundarios), finaliza durante la fase G1. La separación celular comienza 

con la degradación de la pared celular que limita el septo, y que progresa hacia el interior del septo 

primario, liberándose así las dos células hijas al comienzo de la fase S. Las fases M, G1 y S se suceden 

normalmente antes de la separación física 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 división 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 crítica 

determinada, se inicia el crecimiento simultáneo por el polo “nuevo” originado a partir de la división 

de la célula madre en dos células hijas. Esta activación del crecimiento bipolar conocida como NETO 

(“New End Take Off”) se inicia en la fase G2 o “Gap 2”. La transición entre las distintas etapas del 

ciclo celular es un proceso altamente regulado en el que las proteínas participantes se sintetizan y/o 

activan de forma periódica. 

1.2. La Proteína Quinasa Dependiente de Fosfoinosítidos   

La proteína quinasa dependiente de fosfoinosítidos-1 (PDK-1) está implicada en la regulación 

del crecimiento, la proliferación, el metabolismo y la supervivencia celulares. Asimismo, PDK-1 

regula la migración celular a diferentes niveles, desde la polarización celular hasta el citoesqueleto de 

actina y la regulación de la adhesión focal (Gagliardi et al., 2015). En ratones la falta de PDK-1 es 

letal causando defectos en tejidos derivados de la cresta neural y desarrollo del cerebro anterior, así 

como un ensamblaje defectuoso del sistema vascular funcional (Lawlor et al., 2002). 

En humanos el gen que codifica la PDK-1 se encuentra localizado en el cromosoma 16p.3.3, y 

se traduce en una proteína citosólica de 556 aminoácidos con un dominio catalítico N-terminal y un 

dominio C-terminal con homología a pleckstrina (PH). De manera similar a otras AGC quinasas, 

PDK-1 contiene un sitio de fosforilación dentro del bucle de activación (Serina 241), que está 
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constitutivamente fosforilado por una reacción de autofosforilación en trans (Wick et al., 2003). Por lo 

tanto, la quinasa PDK-1 se considera constitutivamente activa. PDK-1 es la quinasa responsable de la 

fosforilación de AKT/PKB en el residuo de treonina 308 del bucle de activación, lo cual es esencial 

para su activación (Alessi et al., 1997).  

PDK-1 activa  a sus sustratos mediante diferentes mecanismos (Mora et al., 2004).  En el caso 

de AKT/PKB, PDK-1 se localiza en la membrana plasmática debido a la interacción de su dominio PH 

con fosfatidilinositol (3,4, 5) trifosfato (PIP3) (y en menor medida con fosfatidilinositol (3,4) bifosfato, 

PIP2) producido por PI3K y, por tanto, interactúa físicamente con AKT/PKB (Currie et al., 1999). 

AKT/PKB se activa después de su anclaje a la membrana plasmática a través de la unión de su 

dominio PH a PIP3, donde es fosforilado en el bucle de activación por PDK-1 y su motivo hidrofóbico 

por una quinasa desconocida. A continuación, se forma un bolsillo hidrofóbico en el dominio catalítico 

mediante la estabilización de la hélice αC resultando en la unión intramolecular del motivo 

hidrofóbico fosforilado a este sitio lo que asegura que PKB alcance y mantenga su máxima actividad 

(Figura 1.3) (Yang et al., 2002a; Yang et al., 2002b),. En el caso de sustratos que carecen de un 

dominio PH (p70S6K, SGK, p90RSK e isoformas de PKC) el proceso de activación es independiente 

de PIP3. PDK-1 posee un bolsillo PIF (“PDK-1 interacting fragment”)en el dominio quinasa que 

permite su interacción con el motivo hidrofóbico fosforilado de las quinasas dianas y la consecuente 

fosforilación de su bucle de activación (Balendran et al., 1999; Biondi et al., 2000; Collins et al., 

2003). 

En la levadura con fisión Schizosaccharomyces pombe existen dos ortólogos a PDK-1 

denominados Ksg1 y Pdk1. Ksg1 juega un papel esencial en el crecimiento celular, la conjugación, y 

la esporulación (Niederberger and Schweingruber, 1999), mientras que Pdk1, que carece del dominio 

PH, está implicada en los procesos de mitosis y citoquinesis (Bimbo et al., 2005). Ksg1 presenta un 

56% de homología estructural con la PDK-1 humana en las regiones de unión a ATP, centro activo, e 

interacción con sustratos, mientras que dominio PH se encuentra menos conservado (Niederberger and 

Schweingruber, 1999). Así, el dominio PH de Ksg1 carece de determinados aminoácidos que en PDK-

1 son críticos para su unión a PIP3(Ferguson et al., 2000). Varios estudios han demostrado que Ksg1 

es la quinasa responsable de la fosforilación de los residuos conservados Thr387 del bucle de 

activación de Gad8 (ortóloga de AKT) (Matsuo et al., 2003a), Thr356 del bucle de activación de Pka1 

(ortóloga de PKA) (Tang and McLeod, 2004), y Ser248 de Psk1 (Nakashima et al., 2012). Asimismo, 

previamente se había demostrado en S. pombe Ksg1 interacciona con los ortólogos de PKC Pck1 y 

Pck2 en ensayos de dos híbridos (Graub et al., 2003), y que su pérdida parcial de actividad provoca 

graves defectos morfológicos que sugieren un papel regulador de la integridad celular en este 

organismo (Graub et al., 2003). Recientemente, Madrid y colaboradores han demostrado que Ksg1 

actúa como un regulador positivo de la ruta de MAP quinasas de integridad celular en S. pombe a 

través de su interacción con Pck2, que constituye el principal activador aguas arriba del módulo de 



 

MAP quinasas. En concreto, Ksg1 fosforila a Pck2 

bucle de activación (Barba et al., 200

    Figura 1.3 Mecanismo de activación de AKT/PKB y SGK1 por PDK

1.3. Las Proteínas Quinasas C

Las proteínas quinasas C (PKCs) constituyen un grupo de enzimas con actividad 

fosfotransferasa que fosforilan específicamente 

involucradas en diversas vías de transd

funciones fisiológicas tales como la mitogénesis y la proliferación celular, la regulación del 

metabolismo, la apoptosis, el reordenamiento del citoesqueleto de actina, la modulación de canales 

iónicos, y la secreción (Newton, 2001

está relacionada directa o indirect

investigación en torno a ellas. 

Por otra parte, las PKCs son activas en diversos compartimentos subcelulares y su  dinámica 

temporal de señalización difiere 

(Newton et al., 2016).  
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MAP quinasas. En concreto, Ksg1 fosforila a Pck2 in vivo en el residuo conservado de Thr842 de su 

Barba et al., 2008; Ma et al., 2006; Madrid et al., 2015). 

3 Mecanismo de activación de AKT/PKB y SGK1 por PDK-1 (modificado a partir de Mora 

Las Proteínas Quinasas C 

Las proteínas quinasas C (PKCs) constituyen un grupo de enzimas con actividad 

fosfotransferasa que fosforilan específicamente residuos de Ser y Thr de sus proteínas sustrato. Están 

involucradas en diversas vías de transducción de señales celulares, participando en multitud de 

funciones fisiológicas tales como la mitogénesis y la proliferación celular, la regulación del 

metabolismo, la apoptosis, el reordenamiento del citoesqueleto de actina, la modulación de canales 

Newton, 2001). Dada su enorme relevancia funcional la familia de las PKCs 

directa o indirectamente con distintas patologías, existiendo un amplio campo de 

PKCs son activas en diversos compartimentos subcelulares y su  dinámica 

zación difiere en base a la presencia de segundos mensajeros y de fosfatasas
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en el residuo conservado de Thr842 de su 

1 (modificado a partir de Mora et al., 2004). 

Las proteínas quinasas C (PKCs) constituyen un grupo de enzimas con actividad 

residuos de Ser y Thr de sus proteínas sustrato. Están 

, participando en multitud de 

funciones fisiológicas tales como la mitogénesis y la proliferación celular, la regulación del 

metabolismo, la apoptosis, el reordenamiento del citoesqueleto de actina, la modulación de canales 

nal la familia de las PKCs 

amente con distintas patologías, existiendo un amplio campo de 

PKCs son activas en diversos compartimentos subcelulares y su  dinámica 

mensajeros y de fosfatasas 
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1.3.1. Proteínas quinasas C (PKCs) en organismos superiores 

1.3.1.1. Isoenzimas de la PKC 

En humanos, la Proteína Quinasa C posee 10 isoformas distintas que evolucionaron a partir de 

la única PKC presente en Saccharomyces cerevisiae (Pkc1) (Levin et al., 1990), y que  están divididas 

en tres subfamilias, basadas en su estructura primaria y en el segundo mensajero que requieren para la 

regulación de su actividad enzimática: PKCs convencionales o clásicas, nuevas, y atípicas (Tabla 1.2). 

La subfamilia de PKCs clásicas (cPKC) (isoformas α, βI, βII, y γ) requieren Ca2+, diacilglicerol 

(DAG), y fosfatidilcolina para su activación. Las PKCs nuevas (nPKCs) incluyen las isoformas δ, ε, η, 

y θ, y requieren DAG, pero no Ca2+ para su activación. Por último, las PKCs atípicas (aPKCs) 

(incluyendo la proteína quinasa C ζ y las isoformas ι / λ) no requieren Ca2+ ni DAG para su activación 

(Freeley et al., 2011; Newton, 2001) (Tabla 1.2). Éstas últimas se encuentran reguladas de forma 

inducible por la proteína quinasa dependiente de fosfoinosítidos (PDK-1). Otra subfamilia importante 

es la conformada por las denominadas PKN/PRKs (“PKC-Related Kinases”), donde destacan PRK1, 

PRK2 y PRK3. Estas proteínas son insensibles a Ca2+, a DAG y a ésteres de forbol, e interaccionan y 

son activadas por la Rho GTPasa RhoA (Griner y Kazanietz, 2007; Kazanietz, 2005). La 

fosfatidilserina estimula la actividad de todas las isoformas de la PKC, ya que participa en el anclaje 

del dominio C1 a la membrana. Las PKCs son enzimas anfitrópicas, es decir, pueden existir como 

formas solubles en el citosol o unidas a membranas biológicas. 

Todas las isoformas de PKC son codificadas por genes diferentes, excepto PKCβI y βII, que 

son variantes formadas por corte y unión alternativa del mismo mRNA. En general, las isoenzimas 

tienen un peso molecular aparente de 80 kDa, aunque varía entre los 62 kDa y 97 kDa dependiendo de 

la isoforma. Su pH óptimo oscila entre 7,5 y 8, y su punto isoeléctrico es 5,6 (Liu, 1996). 

1.3.1.2. Localización de las PKCs 

Las PKCs localizan en sus formas activa e inactiva en diferentes compartimentos celulares, 

incluyendo las membranas celulares, el citoesqueleto, el núcleo y el citosol. En la línea celular U937 

se ha demostrado la asociación de PKCβI a vesículas, de PKCβII a microtúbulos, de PKCε a 

estructuras filamentosas, mientras que PKCζ presenta una distribución citoplasmática difusa (Kiley y 

Parker, 1995). En células REF52 se ha demostrado la asociación de la PKCα con contactos focales, de 

PKCδ con filamentos y aparato de Golgi, de PKCε con microfilamentos, y la presencia de PKCζ a 

nivel citoplasmático (Jaken, 1997). 

En numerosos tipos celulares la mayoría de PKCs se encuentran en el citoplasma en su forma 

inactiva, y se relocalizan a la membrana plasmática cuando se activan. Sin embargo, existen 

excepciones a este comportamiento. Por ejemplo PKCδ se encuentra casi exclusivamente en la 
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C1 (presente en todas las isoenzimas) y C2 (presente en las PKCs nuevas y clásicas) (Antal et al., 

2014). El dominio C1 se une al diacilglicerol (DAG) en todas las isoenzimas excepto en las atípicas, y 

el dominio C2 se une a los lípidos aniónicos, fosfatidilserina  y Ca2+ en las isoenzimas clásicas 

(Ananthanarayanan et al., 2003; Colon-Gonzalez y Kazanietz, 2006; Cho, 2001; Oancea y Meyer, 

1998; Stahelin, 2014). La mitad carboxilo-terminal, que contiene los dominios C3 y C4, comprende el 

dominio quinasa que muestra una gran homología con otras proteínas quinasas (Kanashiro y Khalil, 

1998). 

A continuación se resumen las características fundamentales de las regiones que participan en 

la regulación de la actividad de PKC. 

1.3.1.3.1. Dominio pseudosustrato (PS) 

Todas las isoenzimas de PKC tienen un dominio pseudosustrato (PS) autoinhibitorio que 

ocupa el sitio de unión al sustrato lo cual mantiene a la enzima en una conformación inactiva (House y 

Kemp, 1987; Makowske y Rosen, 1989; Orr et al., 1992). Tras el acoplamiento de segundos 

mensajeros lipídicos o proteínas de anclaje, dicho dominio se libera de su sitio de unión, permitiendo 

así la fosforilación del sustrato y la señalización aguas abajo (Dutil y Newton, 2000). El dominio PS se 

localiza en la región reguladora de la PKC, entre 13 y 30 residuos antes de la primera región C1 

(Soderling, 1990). Consiste en una secuencia consenso polibásica que también se encuentra presente 

en los sustratos de la PKC, con la diferencia de que el residuo fosforilable (Ser o Thr) está sustituido 

por un residuo de Ala (House y Kemp, 1987). Se ha demostrado que tanto la deleción del dominio PS 

como la sustitución del residuo de Ala por Glu producen la activación constitutiva de la quinasa tanto 

in vitro como in vivo, e independiente de efectores (Genot et al., 1995; Pears et al., 1990). 

1.3.1.3.2. Dominio C1 

Los dominios C1 pertenecen a la superfamilia de dominios ricos en cisteína. Consiste en 

regiones de 50 o 51 aminoácidos, con un patrón característico de Cys e His que configura el lugar de 

coordinación de dos iones de Zn2+ y forma un sitio de unión para DAG o ésteres de forbol (Ahmed et 

al., 1991; Burns y Bell, 1991; Quest et al., 1992). Los dominios C1 se clasifican en típicos y atípicos 

según su capacidad de unirse o no a DAG/ésteres de forbol, respectivamente.  

En las PKC clásicas y nuevas el dominio C1 está formado por los subdominios C1A y C1B 

colocados en tándem (Hurley et al., 1997), y une típicamente DAG y ésteres de forbol, aunque hay 

estudios que demuestran que cada uno de los subdominios lo hace con distinta afinidad 

(Ananthanarayanan et al., 2003). La sustitución de un aminoácido de Tyr por Trp en el dominio C1B 

aumenta la afinidad de las PKCs nuevas por DAG en dos órdenes de magnitud en relación a las PKCs 

clásicas. Ello permite que las PKCs nuevas respondan a aumentos en DAG mediados por agonistas sin 

la necesidad de incrementar el Ca2+ intracelular (Newton y Brognard, 2017). Las PKC atípicas sólo 
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Figura 1.4 Estructura de las isoformas de PKC en humanos (Adaptado de Schmitz-Peiffer y Biden, 2008)
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como las fosfolipasas y GAPs (Corbalan-Garcia y Gomez-Fernandez, 2006; Mellor y Parker, 1998; 

Newton, 2001). 

1.3.1.3.4. Región V3 

Esta región, también conocida como “bisagra”, separa el dominio regulador del dominio 

catalítico. Es una secuencia sensible a la ruptura proteolítica por tripsina o por las proteasas neutras 

dependientes de Ca2+ calpaína I y II. Algunos estudios indican que esta región podría estar implicada 

en la localización nuclear de la PKCα (Hug y Sarre, 1993). Además se ha demostrado que el dominio 

bisagra presente en  determinadas isoformas de la PKC es degradado por caspasas durante la apoptosis 

(Reyland, 2009; Yoshida, 2007). 

1.3.1.3.5. Dominio PB1 

El dominio PB1 presente en las isoenzimas de PKC atípicas media la unión a las proteínas de 

anclaje, las cuales generan interacciones que promueven la liberación del pseudosustrato para permitir 

la señalización localizada (Newton y Brognard, 2017). 

1.3.1.3.6. Dominio catalítico  

Estructuralmente, el dominio catalítico está formada por dos lóbulos: un lóbulo amino 

terminal (lóbulo N) compuesto mayoritariamente por láminas β, y un lóbulo carboxilo terminal (lóbulo 

C) formado principalmente por hélices α (Johnson y Lewis, 2001; Taylor y Radzio-Andzelm, 1994). 

El surco que queda entre los dos lóbulos define los sitios de unión de ATP y sustrato. El lóbulo N está 

implicado en el anclaje y orientación del nucleótido, mientras que el lóbulo C es el responsable de la 

unión del péptido sustrato y de la iniciación de la transferencia del fosfato. 

El dominio catalítico de las PKCs contiene los sitios de unión a ATP y los sitios consenso de 

fosforilación, presentando además determinantes estructurales específicos de la familia. 

Concretamente, todas las PKCs conservan un grupo de residuos acídicos cerca de la entrada al centro 

activo que podría servir como un anclaje de tipo electrostático para mantener orientado el dominio 

pseudosustrato en esa zona, y permitiendo que la enzima se encuentre en estado inactivo (Orr y 

Newton, 1994). Además, la presencia de Mg2+ y ATP induce un cambio significativo en la estructura 

secundaria de este dominio (Sanchez-Bautista et al., 2006). 

Lóbulo amino terminal: Bucle rico en glicinas (Región C3) 

Dentro del lóbulo amino terminal se encuentra una región conservada en todas las quinasas 

denominada bucle rico en glicinas. Su función consiste en posicionar el grupo  γ- fosfato del ATP 

durante la transferencia del fosfato. La mutación de este motivo inhibe por completo la actividad 

quinasa de la enzima (Ohno et al., 1990). 
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Lóbulo carboxilo terminal: bucle de activación (AL), motivo de giro (TM) y motivo hidrofóbico 

(HM) 

La secuencia carboxilo-terminal de la PKC es esencial para su regulación, ya que en ella 

se encuentra el sitio de unión a PDK-1. Además, en esta región se encuentra una secuencia que 

regula la localización celular de la enzima (Liu y Heckman, 1998; Newton, 2001).  

� Bucle de activación (Región C4) 

Este bucle comprende la región donde tiene lugar la fosforilación de los sustratos y está 

localizado cerca de la entrada del centro activo. En esta zona se encuentran dos regiones altamente 

conservadas en todos los dominios quinasa. Una de ellas es la región TPD (Thr-Pro-Asp), y la otra es 

la región DFG (Asp-Phe-Gly/Tyr), también conocida como elemento central de transferencia de 

fosfato, y que es idéntica en todas las isoenzimas humanas de la PKC y en muchas otras quinasas 

(Kemp y Pearson, 1990; Taylor et al., 1990). Solamente las isoenzimas ζ y ι presentan una leve 

diferencia, caracterizada por la sustitución de la Phe de la secuencia consenso por Tyr (Ono et al., 

1989b). El responsable de la transferencia del grupo fosfato en la región DFG es el residuo de Asp, 

que está presente de forma invariable en todos los casos. 

� Motivo de giro (Región V5) 

Esta región presenta una secuencia rica en residuos de Pro, dentro de la que se encuentra el 

residuo fosforilable del motivo. Según los modelos estructurales, esta secuencia define un giro en la 

molécula, y por esta razón se denomina de esta manera (Cenni et al., 2002). 

� Motivo hidrofóbico (Región V5) 

Presenta la secuencia consenso Phe-Xaa-Xaa-Phe-Ser/Thr/Glu. El residuo final del motivo es 

Ser, Thr o Glu dependiendo de la isoenzima, siendo los dos primeros aminoácidos susceptibles de 

fosforilación. En las PKC clásicas y nuevas es típica la presencia de Ser o Thr, mientras que el residuo 

de Glu es característico de las PKC atípicas (Messerschmidt et al., 2005). 

1.3.1.4. Regulación de la PKC 

La actividad de las PKCs está sometida a una regulación estructural y espacial precisa por 

medio de distintos mecanismos, entre los que destacan: i- modificación covalente por fosforilación, 

que confiere a la enzima capacidad catalítica; ii- regulación alostérica, mediante unión a cofactores; 

iii- regulación intraestérica, produciéndose una autoinhibición mediada por el sitio pseudosustrato; iv- 

interacción con proteínas que la localizan próxima a reguladores y sustratos; y v- degradación 

proteolítica (Liu y Heckman, 1998; Newton, 2001). 

1.3.1.4.1. Regulación por fosforilación 

La fosforilación es esencial para hacer que la PKC adopte una conformación catalíticamente 

competente y protegerla de la degradación (Newton, 2003). En contraste con muchas otras quinasas, la 
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fosforilación de la PKC es constitutiva y por lo tanto su actividad no está estrechamente regulada por 

fosforilación, aunque sus niveles celulares sí lo están (Antal et al., 2014).  

 La regulación por fosforilación de la PKC ocurre en el dominio quinasa donde están presentes 

tres sitios de fosforilación que son críticos para su activación catalítica, y que se conocen como el 

bucle de activación (“Activation loop”, AL), motivo de giro (“Turn motif”, TM), y motivo hidrofóbico 

(“Hydrophobic motif”, HM) (Freeley et al., 2011; Newton, 2001). Las fosforilaciones de estos sitios 

están conservadas en las diferentes isoenzimas, a excepción de las PKC atípicas que  no se fosforilan 

en el motivo hidrofóbico, ya que presentan un residuo de ácido glutámico que al llevar carga negativa 

actúa de forma similar a un residuo fosforilado. Estos sitios de fosforilación también se encuentran 

conservados en otras quinasas de la familia AGC como PRKs (PRK1/PKN, PRK2 y PKNβ), RSK, 

S6K y PKB (Figura 1.5). 

Fosforilación en el bucle de activación 

En las células de mamífero el primer paso en el procesamiento de las PKCs es la fosforilación 

de un residuo conservado de treonina en el bucle de activación. Múltiples evidencias han demostrado 

que la quinasa dependiente de fosfoinosítidos PDK-1, es la responsable de la fosforilación del bucle de 

activación en la mayoría de las PKCs, así como de las proteínas quinasas relacionadas con PKC 

(PRK1, PRK2) (Newton, 2001). Las células deficientes en PDK-1 presentan niveles reducidos de las 

distintas isoformas de PKC, lo que sugiere que la fosforilación del bucle de activación regula su 

estabilidad y/o vida media (Balendran et al., 2000; McManus et al., 2004). 

La fosforilación de sustratos por la PDK-1 está sometida a un control muy estricto in vivo. 

Concretamente, para que la PKC pueda ser fosforilada por la PDK-1 debe encontrarse en una 

conformación y localización correctas (Toker y Newton, 2000). Generalmente, la enzima recién 

sintetizada se localiza en la membrana donde adopta una conformación en la que el pseudosustrato 

queda fuera del centro activo exponiendo el sitio de fosforilación del bucle de activación (Dutil y 

Newton, 2000).  

La fosforilación del bucle de activación de las PKCs es crucial para su activación y 

estabilización con la excepción de PKCδ (Liu et al., 2006). En ausencia de fosforilación, la actividad 

catalítica de PKCδ se estabiliza gracias a la presencia de dos residuos de fenilalanina y una región de 

20 aminoácidos localizados aguas arriba del dominio quinasa (Liu et al., 2006). Curiosamente, dichos 

residuos de fenilalanina no están conservados en el resto de isoformas de la PKC, lo que explicaría por 

qué esta isoforma es activa en ausencia de fosforilación en el bucle de activación. Además, se ha 

propuesto que la fosforilación del AL en la PKCδ tiene lugar bien mediante autofosforilación o por 

medio de quinasas desconocidas (Freeley et al., 2011). De manera similar, en células T humanas la 

PKCθ es capaz de autofosforilarse en el AL tras su expresión en bacteria (Czerwinski et al., 2005). 

También se ha descrito que otras enzimas como la biliverdina reductasa o la proteína quinasa activada 
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por AMP (AMPK) podrían influenciar, respectivamente, la fosforilación del bucle de activación de 

PKCβII  y PKCζ, (Gusarova et al., 2009; Maines et al., 2007). Todas estas evidencias sugieren que  la 

PDK-1 y/o otras vías de señalización alternativas regulan la fosforilación del bucle de activación de las 

PKCs, aunque claramente son necesarios  más estudios para obtener una visión más completa sobre la 

manera en que esta regulación tiene lugar en distintos tejidos y organismos.  

 
Figura 1.5 Alineación de las secuencias del bucle de activación de los dominios catalíticos de las distintas isoformas   

de PKC, PKN, PKB, PKA, S6K y RSK. En verde se marcan las regiones  DFG y TPD, y en rojo el sitio fosforilable del 

bucle de activación.   

La fosforilación del bucle de activación de las PKCs posiciona correctamente los residuos para 

la catálisis, desenmascara la entrada al sitio de unión del sustrato, y es necesaria para iniciar el 

procesamiento del extremo carboxilo de la quinasa mediante dos fosforilaciones secuenciales. La 

primera fosforilación se produce en el motivo de giro, y tiene un papel importante en la maduración y 

estabilidad de las PKCs, además de servir como plataforma para el establecimiento de interacciones 

proteína-proteína. Tras esta fosforilación, se produce la fosforilación en el motivo hidrofóbico. 

Aunque esta fosforilación no es esencial para la función de la enzima, influye en su localización 

subcelular y en su estabilidad. Además, las secuencias que rodean al motivo hidrofóbico de la PKC 

definen un sitio de anclaje específico para la PDK-1 (Freeley et al., 2011; Newton, 2001). 

Fosforilación en el motivo de giro 

Esta modificación tiene lugar en un residuo de Ser o Thr que se localiza en un dominio rico en 

prolina fuera del dominio C4, y que se encuentra conservado en todas las isoformas de la PKC (Figura 

1.6). Diversos estudios de cristalización y modelado molecular han demostrado que el fosfato del 

motivo de giro establece contactos esenciales que estabilizan el dominio quinasa (Grodsky et al., 

2006; Hauge et al., 2007; Messerschmidt et al., 2005). Aunque numerosos datos apoyan que esta 

fosforilación es importante para la estabilización de la proteína, no existe sin embargo un consenso 
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claro en la literatura en cuanto a la importancia de esta fosforilación para la actividad catalítica de las 

PKCs, ya que ésta se ve afectada de diferente manera según la isoforma estudiada. Una posible 

explicación es que la dependencia de dicha fosforilación en las diferentes isoformas sea distinta debido 

a diferencias estructurales. Alternativamente, también es posible que otros residuos de Ser/Thr de las 

proximidades del motivo de giro puedan ser fosforilados y compensar la falta de dicha fosforilación 

(Bornancin y Parker, 1996; Li et al., 1997).  

Aunque en un primer momento, la fosforilación del TM se creía dependiente de 

autofosforilación, estudios recientes han demostrado que el complejo mTOR (“mammalian Target of 

Rapamycin”) regula la fosforilación de este motivo en algunas isoformas de la PKC (Facchinetti et al., 

2008; Ikenoue et al., 2008; Lee et al., 2010). mTORC2 ha sido implicado de forma indirecta en la 

fosforilación del motivo de giro en las PKCs clásicas (α, βI, βII, y γ) y PKCε de fibroblastos 

embrionarios murinos (Facchinetti et al., 2008; Ikenoue et al., 2008). Los datos obtenidos hasta el 

momento sugieren que la fosforilación de las isoformas PKC δ, θ, η, ζ y ι no es dependiente de 

mTORC2, por lo que otras rutas de señalización o mecanismos de autofosforilación estarían 

implicados en el proceso. 

Fosforilación en el motivo hidrofóbico 

Es el único sitio cuya fosforilación no es esencial para la función de la enzima (Newton, 

2001). Se encuentra conservado en las PKCs clásicas y nuevas, pero no está presente en las atípicas 

(Figura 1.6). En estas últimas, el residuo fosforilable de Ser o Thr se encuentra sustituido por un 

residuo de ácido glutámico. Estudios estructurales han demostrado que el grupo fosfato cargado 

negativamente en el HM establece enlaces de hidrógeno con un residuo de glicina conservado que 

contribuye a la estabilización de la enzima (Grodsky et al., 2006; Xu et al., 2004). En el caso de las 

PKCs atípicas el residuo de Glu presente en el HM realizaría una función similar (Messerschmidt et 

al., 2005). 

Además, la secuencia adyacente al HM actúa como un motivo de anclaje para la PDK-1 

(Balendran et al., 2000), de forma que este sitio queda expuesto para la unión de esta enzima  cuando 

la PKC no se encuentra fosforilada, pero se enmascara en la conformación fosforilada y activa (Gao et 

al., 2001). 

El impacto funcional de la ausencia de fosforilación en el HM difiere según la isoforma de 

PKC estudiada. Por ejemplo, la mutación del HM en PKCβII no tiene impacto en su actividad 

catalítica, pero es necesaria para su estabilidad y su capacidad de señalización (Edwards y Newton, 

1997).  

Otras evidencias sugieren que los complejos mTORC1 y mTORC2 y otras vías de 

señalización participan en la fosforilación del HM de diferentes PKCs, regulando su función de 

manera diferencial (Facchinetti et al., 2008; Ikenoue et al., 2008; Parekh et al., 1999). 
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El DAG puede ser producido por dos rutas diferentes: mediante la hidrólisis del PIP2 

catalizada por la PLC (“Phospholipase C”), que produce IP3 y DAG, o por la hidrólisis de la 

fosfatidilcolina, catalizada por la PLD (“Phospholipase D”). En este caso se produce ácido fosfatídico 

y colina, y el ácido fosfatídico es convertido en DAG por acción de una fosfomonoesterasa (Liu y 

Heckman, 1998; Newton, 2001).  

Calcio (Ca
2+

) 

El IP3 generado por la hidrólisis de PIP2 provoca la movilización de Ca2+ intracelular. Este 

catión facilita la translocación de la PKC, incrementando la afinidad de su dominio C2 por los lípidos 

aniónicos. Sin embargo, el aumento en la concentración de Ca2+ intracelular no es indispensable para 

la translocación y activación de la PKC si se produce una unión suficientemente fuerte a través del 

dominio C1. El DAG y el Ca2+ tienen un efecto sinérgico sobre la activación de la enzima, y la 

presencia de uno de ellos reduce la cantidad del otro que es necesaria para la activación (Newton, 

2001).  

Fosfatidilinosítidos 

La PKC también puede ser activada por fosfoinositoles fosfato como el fosfatidilinositol (PI), 

el fosfatidilinositol (4)-fosfato (PIP), el fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato (PIP2) y el fosfatidilinositol 

(3,4,5)-trifosfato (PIP3), en presencia de calcio y fosfatidilserina (Liu, 1996). El PIP2 es un activador 

de PKC similar al DAG, y el PI puede sustituir a la PS como cofactor (Liu y Heckman, 1998). 

1.3.1.4.3. Regulación independiente de segundos mensajeros 

Algunas PKCs clásicas y PKCs nuevas que pueden activarse independientemente de los 

segundos mensajeros, lo que hace más compleja la señalización de la PKC. Por ejemplo, ciertas 

PKCs pueden ser activadas por la acumulación de especies reactivas de oxígeno (ROS), que a 

menudo están elevadas en enfermedades como el cáncer, las enfermedades cardiovasculares y la 

neurodegeneración (Rahman, 2007). 

1.3.1.4.4. Regulación por unión a proteínas de anclaje 

Aunque las isoenzimas que integran la familia PKC presentan relativamente pocas diferencias 

en su especificidad por sustratos y su sensibilidad a activadores, son sin embargo capaces de 

desempeñar funciones específicas en la célula. La localización subcelular diferencial de los distintos 

isotipos parece ser la razón fundamental de esta especificidad (Jaken, 2004; Mochly-Rosen y Gordon, 

1998). 

La localización subcelular de la PKC es regulada por proteínas de anclaje o adaptadoras que 

las mantienen cerca de sus sustratos,  de reguladores de su actividad (fosfatasas o quinasas), o de 

compartimentos intracelulares específicos. Las proteínas de anclaje también juegan un papel 

importante en la duración y amplitud de la actividad de la PKC, así como en la especificidad del 
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sustrato. Teniendo en cuenta que hay múltiples isoenzimas de PKC expresadas en la misma célula que 

son activadas por los mismos estímulos, las proteínas de anclaje proporcionan un nivel de selectividad 

funcional. Estas proteínas adaptadoras de la PKC también tienen relevancia clínica ya que se ha 

demostrado que cambian el perfil farmacológico de la PKC. 

Se han descrito un gran número de proteínas de unión a PKC que pueden ser específicas para 

una o varias isoformas. Algunas se unen a las formas inactivas de la enzima, mientras que otras se 

unen a las formas activas. Dentro del primer grupo se encuentran las proteínas adaptadoras de la 

familia AKAP, que localizan a la PKC fosforilada e inactiva cerca de sus sustratos. Dentro del 

segundo grupo están las proteínas de la familia RACK (“Receptor for Active C protein Kinase”), que 

anclan a la PKC fosforilada y activa a localizaciones celulares específicas. Algunas de estas proteínas 

adaptadoras son, además, sustratos de la PKC, como las proteínas STICKs (Jaken, 1997; Jaken, 2004; 

Mochly-Rosen y Gordon, 1998; Newton, 2001; Ron y Kazanietz, 1999; Sim y Scott, 1999).  

1.3.1.4.5. Regulación por desfosforilación 

Las isoformas clásicas y nuevas de la PKC son relativamente resistentes a la desfosforilación 

cuando se encuentran en su conformación inactiva. Sin embargo, cuando las PKCs se encuentran 

unidas a la membrana en la que el ligando está acoplado, adoptan una conformación abierta que es 

fácilmente desfosforilada en el motivo hidrofóbico (HM) por una proteína fosfatasa con un dominio 

PH rico en leucina (PHLPP) (Dutil et al., 1994; Gao et al., 2008), que la deriva a la fracción celular 

insoluble en detergentes. Es ahí donde las fosfatasas que son sensibles al ácido okadaico, como la 

proteína fosfatasa 2A, promueven la desfosforilación de la PKC en el bucle de activación (AL) y el 

motivo de giro (TM) (Hansra et al., 1996). En general, la activación prolongada favorece la 

desfosforilación lo que genera una PKC inestable (Dutil et al., 1994).  

 La isomerización del motivo de giro de las PKC clásicas por la peptidil-prolil isomerasa 

(Pin1) es necesaria para que las PKCs clásicas lleguen a ser desfosforiladas (Abrahamsen et al., 2012). 

La forma desfosforilada es entonces degradada por proteólisis (Chen et al., 2007). 

1.3.1.4.6. Regulación por proteólisis   

La proteólisis es un proceso que inhibe la actividad biológica de las PKCs. El interés sobre la 

proteólisis de la PKC surgió al observar que los ésteres de forbol provocan una reducción (“Down-

regulation”) en la cantidad de PKC celular, y es debido, al menos en parte, a un aumento en la 

proteólisis de la quinasa (Young et al., 1987). 

La PKC desfosforilada es degradada fundamentalmente a través de la vía de la ubiquitina-

proteasoma (Lee et al., 1996; Lu et al., 1998). Curiosamente, la ubiquitinación es dependiente de la 

actividad de PKC (Lee et al., 1996), la cual, además, puede hiperactivar la actividad de la ubiquitina 

(Kong y Chock, 1992; Wall et al., 2000). Por tanto, la PKC actuaría en un circuito de 
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retroalimentación negativa, en el que se incrementaría su tasa de destrucción, con la consiguiente 

inactivación (Wang et al., 2016). 

1.3.1.5. Maduración de la PKC 

El modelo general que explica el comportamiento de la PKC implica una serie de cambios 

conformacionales que se encuentran regulados por la unión a nucleótidos, la fosforilación del dominio 

quinasa y la interacción alostérica con efectores (lípidos y/o proteínas). El primer paso en la 

maduración de las isoformas PKC clásicas y nuevas consiste en la unión de la chaperona HSP90 y la 

co-chaperona CDC37 al motivo PXXP del dominio quinasa (Gould et al., 2009). A continuación, tras 

la unión a ATP se produce un cambio conformacional que la transforma en un quinasa competente 

para ser fosforilada (Grodsky et al., 2006). Seguidamente se producen una serie de fosforilaciones 

secuenciales que promueven su estabilización y son por tanto esenciales para evitar la degradación 

proteolítica de la enzima (Borner et al., 1989). En primer lugar la PDK-1 fosforila el AL de todas las 

isoformas de la PKC (Le Good et al., 1998), gracias a que la PKC recién sintetizada se encuentra en 

una conformación abierta en la que el motivo pseudosustrato no ocupa la cavidad de unión a sustrato 

(Dutil y Newton, 2000). En el caso de las isoformas clásicas y nuevas la fosforilación en el AL es 

constitutiva, mientras que las atípicas es dependiente de agonistas. Este evento desencadena dos 

fosforilaciones estrechamente acopladas en el extremo C-terminal en el TM y HM. Estas 

fosforilaciones C-terminales dependen de la actividad quinasa de PKC y también de mTORC2. No se 

sabe todavía si mTORC2 fosforila directamente estos sitios o si funciona como una chaperona para 

permitir que la PKC recién sintetizada adopte una conformación fosforilable. Las isoenzimas de PKC 

atípicas difieren en que su fosforilación en el motivo de giro es co-traducionalmente modificada por 

mTORC2 unido al ribosoma y que tienen un residuo ácido (Glu) en el motivo hidrofóbico (Facchinetti 

et al., 2008; Ikenoue et al., 2008; Jacinto y Lorberg, 2008). Como consecuencia, la PKC adopta su 

conformación madura gracias a la interacción entre la región carboxilo terminal fosforilada y el 

dominio amino terminal, lo que produce su redistribución por el citoplasma. Esta especie fosforilada 

es competente catalíticamente, pero mantiene una conformación inactiva “cerrada” en la que el 

dominio pseudosustrato ejerce una regulación negativa mediante su ocupación del dominio de unión al 

sustrato. De hecho, esta conformación “cerrada” es esencial para la acumulación eficiente de las 

isoformas PKCα y PKCε en su estado fosforilado (Cameron et al., 2009). 

En respuesta a determinados estímulos extracelulares que activan a los receptores acoplados a 

proteínas G o de  tirosín-quinasa en la membrana plasmática se produce la activación de la fosfolipasa 

C (PLC), que promueve la hidrólisis de PIP2 a IP3 (Ins(1,4,5)P3) y diacilglicerol (DAG). El DAG 

generado permanece en la membrana plasmática, mientras que el IP3 se transloca al citoplasma, lo que 

provoca un aumento intracelular de Ca2+. Esto hace que el dominio C2 se una a la membrana 

plasmática a través de la coordinación de calcio con los lípidos aniónicos y, como consecuencia, se 

favorece la interacción del dominio C1 con lípidos de la membrana y DAG. Esto posiciona a la PKC 
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unión a sustrato (Cameron et al., 2009). Por tanto, una de las funciones del dominio quinasa es regular 

la disponibilidad del dominio regulatorio a través de interacciones intramoleculares. De hecho, existen 

evidencias que demuestran que en determinadas situaciones el dominio regulatorio de las PKCs per se 

puede ser funcional in vivo. Por ejemplo, la expresión del dominio regulatorio de PKCδ promueve el 

crecimiento de neuritas, siendo este más eficiente tras la sobre-expresión de una versión 

catalíticamente inactiva de la quinasa en relación a la versión silvestre (Ling et al., 2004). Esta 

propiedad también la presentan los mutantes inactivos de PKCα que presentan una conformación 

abierta. Por ejemplo, la expresión del mutante en el sitio de unión a ATP de PKCα desencadena 

apoptosis, una capacidad que no presenta ni la versión silvestre ni una versión catalíticamente inactiva 

mutada en el residuo de aspártico presente en el subdominio VI en la secuencia YRDLK (Cameron et 

al., 2009; Cameron et al., 2008). Estas y otras evidencias sugieren que la activación alostérica de la 

PKC le confiere múltiples funciones dependientes tanto del dominio regulatorio como del dominio 

catalítico. 

1.3.1.7. Proteínas quinasas asociadas a Rho (“PKC-Related Kinases o PRKs”) 

La región C-terminal de las PRKs presenta un dominio quinasa cuya secuencia presenta una 

elevada homología con la de los miembros de la familia PKC.  Se ha descrito que la GTPasa RhoA 

incrementa la actividad de las PRKs in vitro como consecuencia de su unión al dominio HR1 de la 

región N-terminal de la quinasa donde también está localizado el motivo pseudosustrato (Shibata et 

al., 1996). La unión de Rho con el motivo HR1 induce un cambio conformacional que permite la 

interacción de la PDK-1 con la PRK, fosforilándola en el AL y estimulando su actividad quinasa 

(Flynn et al., 2000). No obstante, se desconoce el mecanismo molecular preciso responsable de este 

fenómeno. Además del dominio HR1, otro dominio del extremo N-terminal de las PRKs denominado 

HR2 está implicado en la activación de la quinasa por lípidos  y en su anclaje a las membranas 

biológicas (Mukai, 2003). Asimismo, el extremo C-terminal del dominio HR2 se comporta como una 

región autoinhibidora de la actividad de las PRKs y es sensible al ácido araquidónico (Yoshinaga et 

al., 1999). 

1.3.2. Proteínas quinasas C en levaduras modelo 

1.3.2.1. Saccharomyces cerevisiae  

 Saccharomyces cerevisiae posee una única proteína ortóloga a PKC denominada Pkc1. Se 

trata de una proteína esencial que es parte integral de la ruta de MAP quinasas de integridad celular en 

este organismo, además de regular distintos procesos relacionados con el control de la morfogénesis y 

la progresión del ciclo celular (Levin, 2011; Levin et al., 1990) (Figura 1.8). La interrupción del gen 

pkc1
+
 es letal bajo condiciones normales de crecimiento (Levin y Bartlett-Heubusch, 1992; Paravicini 

et al., 1992). De hecho, las células mutantes pkc1∆ presentan defectos importantes en la pared celular 
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como son la capa interna y externa más delgada y una membrana plasmática separada de la pared en 

algunos puntos (Levin et al., 1994; Paravicini et al., 1992; Roemer et al., 1994). Pkc1 es una proteína 

quinasa de 132 kDa que presenta varios dominios regulatorios. En la región amino-terminal posee dos 

copias del dominio HR1, estructuralmente similar al presente en PRK1/PKN y PRK2 en mamíferos 

(Flynn et al., 2000; Mellor y Parker, 1998). Además, presenta un dominio C2, un motivo 

pseudosustrato, un dominio C1, el dominio quinasa y la región V5 (Figura 1.8). Sin embargo, a pesar 

de poseer los dominios C1 y C2, Pkc1 no está regulado ni por Ca+2 ni por DAG debido a la alteración 

de algunos de sus residuos clave (Antonsson et al., 1994; Watanabe et al., 1994). 

La GTPasa Rho1 contribuye a la estabilización y distribución espacio/temporal de Pkc1 en los 

sitios de crecimiento activo y en las zonas donde se produce daño en la pared celular (Andrews y 

Stark, 2000). Tras su interacción con Rho1, Pkc1 es fosforilado in vivo en el residuo T983 del bucle de 

activación por medio de las quinasas Pkh1 y Pkh2, que son los dos ortólogos a PDK-1 presentes en 

este organismo, siendo dicha fosforilación esencial para su activación catalítica y el desarrollo de su 

funciones biológicas. Se ha sugerido que la fosforilación de Pkc1 en T983 podría no ser necesaria en 

determinados contextos biológicos (Roelants et al., 2004).  Por ejemplo, el mutante de Pkc1 no 

fosforilable por PDK-1 es capaz de conferir resistencia a miriocina a una cepa pkc1Δ, lo que sugiere 

que la propia proteína independientemente de su actividad catalítica juega un papel importante en este 

proceso (Roelants et al., 2004). Sin embargo dichos estudios se han visto condicionados por el hecho 

de que los mutantes nulos pkc1∆ no son viables en condiciones normales de crecimiento salvo en 

medios equilibrados osmóticamente (Levin et al., 1990; Roelants et al., 2004).  

En Saccharomyces cerevisiae, la actividad de Pkc1 está influenciada indirectamente por la 

proteína quinasa Tor2, ya que ésta participa en la regulación de Rom2, una proteína con actividad GEF 

que regula positivamente a la GTPasa Rho1 (Helliwell et al., 1998; Ozaki et al., 1996; Schmelzle et 

al., 2002; Schmidt et al., 1997).  

Al igual que ocurre en las células de mamífero, Pkc1 también se encuentra regulada por la vía 

ubiquitina-proteasoma. En concreto, Wang et al. (2008) han demostrado que la enzima Ubp3, con 

actividad deubiquitinante, regula negativamente la cantidad de Pkc1. La falta de Ubp3 causa una 

estabilización de la proteína lo que conlleva un incremento en su abundancia, observándose el mismo 

efecto en los mutantes con un proteasoma defectivo. El aumento en los niveles de Pkc1 supone un 

incremento en la señalización dependiente de Pkc1. Aunque en S. cerevisiae no se conoce en detalle el 

mecanismo molecular responsable del proceso, en mamíferos las enzimas deubiquitinantes facilitan la 

proteólisis de los sustratos eliminando la cadena de ubiquitina de aquellos sustratos que ya han sido 

enviados al proteasoma (Verma et al., 2002). 
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Figura 1.8. Estructura de las isoformas de PKC en S. pombe y S. cerevisiae. 

Schizosaccharomyces pombe 

La levadura con fisión S. pombe posee dos ortólogos a PKC denominados Pck1 y Pck2. 
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doble deleción de ambos genes es letal, lo que sugiere que Pck1 y Pck2 comparten funciones 
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, paredes celulares delgadas, e hipersensibilidad a temperaturas elevadas y al 

tratamiento con enzimas líticas (Arellano et al., 1997; Toda et al., 1993). La deleción de Pck1 no 

causa fenotipos evidentes, excepto una sensibilidad moderada frente al calcoflúor y la equ

glucán sintasa (Arellano et al., 1997). Por otro lado, mientras que la 

sobreexpresión de Pck1 no produce alteraciones notorias, la sobreexpresión de Pck2 es letal, dando 

lugar a células con paredes muy gruesas y deformadas (Arellano et al., 1999).   
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fundamentalmente por medio de Pck2 (Arellano et al., 1999; Calonge et al., 2000).  El papel de Pck1 

en el control de la integridad celular aún no se ha dilucidado en detalle. pck1
+ presenta interacciones 

genéticas con  ras1
+,  ral1

+ y ppe1
+, por lo que podría estar controlando la integridad celular a través 

de vías alternativas. Además, Rho1, Rho2, Pck1 y Pck2 son activadores de la ruta de MAP quinasas de 

integridad celular de este organismo, cuya organización se describe detalladamente más adelante 

(Apartado 1.6).   

Nuestro grupo ha demostrado que Ksg1 se asocia in vivo con Pck1 y Pck2 (Madrid et al., 

2015). Asimismo, también se ha demostrado que fosforila in vivo a Pck2, principal activador de la ruta 

de MAP quinasas de integridad celular, en el residuo conservado de T842 presente en el bucle de 

activación y que esta fosforilación se encuentra regulada además por un mecanismo de 

autofosforilación. Esta autofosforilación es probablemente el mecanismo responsable de la 

fosforilación in vivo del residuo conservado de T984 en el motivo de giro de Pck2 (Madrid et al., 

2015). Estos eventos junto con la unión a Rho1 y/o Rho2 estabilizan y hacen que Pck2 sea competente 

para ejercer sus funciones biológicas incluyendo la activación de la ruta CIP (Madrid et al., 2013). Sin 

embargo, a diferencia de la mayoría de las PKCs, la fosforilación in vivo de Pck2 en T842 no es 

necesaria para la transmisión de señales hacia la ruta de MAP quinasas de integridad celular durante el 

crecimiento y en respuesta a estrés. La activación catalítica y función biológica de Pck2 es 

dependiente de la fosforilación conjunta en T842 (bucle de activación) y en T984 (motivo de giro), 

aunque se ha sugerido que este proceso es también regulado por la fosforilación del residuo 

conservado en T846 del bucle de activación (Madrid et al., 2015).  La síntesis de novo de Pck2 es 

crítica para la activación de Pmk1, la MAP quinasa central de la ruta de integridad celular, en 

respuesta al daño en la pared celular o tras el ayuno de glucosa, pero no en respuesta al estrés osmótico 

salino (Madrid et al., 2015).  

1.4. La ruta TOR (“Target of Rapamycin”) 

TOR (“Target Of Rapamycin”) es una proteína quinasa que controla el crecimiento y 

metabolismo celulares en respuesta a cambios en las condiciones nutricionales (aminoácidos), factores 

de crecimiento, niveles de energía celular, y en respuesta a estrés. TOR activa el crecimiento mediante 

la regulación positiva de procesos anabólicos y negativa de procesos catabólicos, los cuales 

colectivamente favorecen la acumulación de masa celular. Los procesos anabólicos activados por TOR 

incluyen la transcripción, la síntesis de proteínas, la biogénesis de ribosomas, el transporte de 

nutrientes y el metabolismo mitocondrial. Por el contrario, TOR reprime los procesos catabólicos tales 

como la degradación del RNA mensajero, la proteólisis dependiente de ubiquitina, la autofagia y la 

apoptosis. TOR desempeña un papel clave en el desarrollo y el envejecimiento y ha sido implicado en 

trastornos como el cáncer, las enfermedades cardiovasculares, la obesidad y la diabetes (Hall, 2008). 
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Conservación evolutiva de la ruta de señalización TOR 

TOR fue descubierto mediante el análisis genético de mutantes de Saccharomyces cerevisiae

que presentaban resistencia a la inhibición del crecimiento por rapamicina, lo que permitió la 

identificación de dos quinasas TOR, TOR1 y TOR2 (Heitman et al., 1991). Además, se demostró que 

la peptidil-propil cis/trans isomerasa (FKBP12) con la que fo

complejo que se une a TOR, inhibiéndolo (Wullschleger et al., 2006).  

El descubrimiento de TOR en otros eucariotas superiores se debe en gran medida a los 
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momento todos los genomas eucariotas analizados, incluyendo levaduras, algas, plantas, gusanos, 

os contienen al menos una copia de TOR, lo que sugiere que TOR se conserva en 

todas las formas de vida eucariotas (Wullschleger et al., 2006).  
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Pertenecen a un grupo de proteínas conocidas como PIKKs (“Phosphoinositide

), ya que presentan en su extremo carboxilo terminal un dominio quinasa con alta homología 

fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) (Figura 1.9). 

A nivel estructural, las quinasas TOR se mantienen conservadas en la mayoría de los 

organismos. En la región amino terminal se encuentran las repeticiones HEAT (
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quinasas PIKK, y un dominio FATC (FRAP, ATM, TRRAP, C-terminal) bastante conservado. Ambos 
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flanquean al dominio FRB (dominio de unión al complejo FKBP12-rapamicina) y al dominio quinasa, 

respectivamente, los cuales son típicos de los miembros de la familia PIKK (Dames et al., 2005) 

(Figura 1.9). TOR se encuentra en dos complejos multiproteicos funcional  y estructuralmente 

distintos, denominados TORC1 y TORC2, presentes tanto en organismos eucariotas superiores como 

en levaduras (Wullschleger et al., 2006). 

1.4.3. TOR en organismos superiores 

1.4.3.1. Características generales 

A diferencia de lo que ocurre en levaduras, los eucariotas superiores poseen una única copia 

del gen TOR, llamado mTOR (Crespo et al., 2005). Su interrupción conduce al bloqueo y muerte 

embrionaria de forma temprana tanto en moscas como en mamíferos, indicando que TOR juega  un 

papel esencial en el desarrollo embrionario (Gangloff et al., 2004; Murakami et al., 2004). 

1.4.3.1.1. mTORC1 

El complejo TORC1 en mamíferos (mTORC1) está implicado en la regulación de los aspectos 

temporales del crecimiento celular y su actividad se inhibe por la unión del complejo FKBP12-

rapamicina tanto in vivo como in vitro (Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al., 2004). mTORC1 está 

formado por las proteínas mTOR, RAPTOR (“Regulatory Associated Protein of mTOR”), 

mLST8/GβL  (“Lethal with SEC13 protein 8”) (Hara et al., 2002; Kim et al., 2002; Kim et al., 2003; 

Loewith et al., 2002), DEPTOR (“DEP domain-containing mTOR-interacting protein”)(Peterson et 

al., 2009) y PRAS40 (“Proline-rich AKT substrate, 40 kDa”) (Sancak et al., 2007) (Figura 1.10).  

RAPTOR 

RAPTOR es una proteína adaptadora de 150 kDa cuya estructura se encuentra conservada de 

levaduras a humanos. Es esencial para el ensamblaje y localización de mTORC1 y también podría 

contribuir a la estabilidad del complejo (Kim et al., 2002). Estructuralmente presenta una zona amino 

terminal conservada (RNC), seguida de 4 repeticiones HEAT en posición central y 7 repeticiones 

WD40 en la región carboxilo terminal. La unión RAPTOR-mTOR es sensible a la rapamicina y a la 

ausencia de nutrientes. RAPTOR es necesario para la correcta fosforilación de S6K1 y 4E-BP1 por 

mTOR. (Mahfouz et al., 2006; Tee et al., 2005).  

mLST8 

mLST8 es una proteína conservada de 36 kDa presente tanto en mTORC1 como en mTORC2, 

que presenta 7 repeticiones WD40 e interactúa solo con la región del dominio quinasa de TOR de 

forma independiente de otros factores (Adami et al., 2007; Yip et al., 2010). En células de mamífero, 

la interacción de mLST8 con mTOR estimula fuertemente la unión entre mTOR y RAPTOR y, como 
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resultado, aumenta la actividad quinasa del complejo hacia sus sustratos S6K1 y 4E-BP1 (Kalender et 

al., 2010). 

DEPTOR 

DEPTOR, también denominado DEPDC6, es una proteína de 46 kDa que interacciona con 

mTOR y, cuya expresión está regulada a través de mecanismos transcripcionales y postraducciones 

mediados por mTORC1 y mTORC2. DEPTOR está compuesto por dominios DEP (“Dishevelled, EgI-

10 and Pleckstrin domain”) en su extremo amino terminal y un dominio PDZ (“Postsynaptic density 

95, discs large, zonula occludens-1”) en su extremo carboxilo. Funcionalmente, DEPTOR actúa como 

inhibidor de mTOR, al cual se une de forma directa.  La pérdida de DEPTOR promueve la actividad 

quinasa de mTORC1y mTORC2 favoreciendo el crecimiento y la supervivencia celular. La 

sobreexpresión de DEPTOR  inhibe la actividad de mTORC1, lo cual conduce a una activación de la 

señalización PI3K/mTORC2/AKT (Peterson et al., 2009).  

PRAS40 

PRAS40 es una proteína de 40 kDa enriquecida en residuos de prolina que interactúa con 

RAPTOR, la cual se une a mTORC1 en células privadas de insulina y cuya interacción in vitro con 

mTORC1 se interrumpe por concentraciones altas de sal. PRAS40 inhibe el crecimiento celular, la 

fosforilación de S6K1 y la activación mTORC1 por Rheb. PRAS40 es sustrato de AKT y también es 

componente y sustrato de mTORC1, ya que posee un motivo estructural característico de proteínas 

fosforiladas por mTOR denominado TOS (“TOR signaling motif”). De esta forma, la fosforilación de 

PRAS40 tanto por AKT como por mTORC1 provoca la disociación de PRAS40 del complejo 

mTORC1, lo que conlleva a su activación (Sancak et al., 2007).  

1.4.3.1.2. mTORC2 

En 2004 se descubrió el complejo TORC2 de mamíferos, el cual está compuesto por mTOR, 

RICTOR (“Rapamycin-independent companion of mTOR”),  mLST8/GβL (“Lethal with SEC13 

protein 8”), mSIN1 (“Stress activated protein kinase-interacting protein 1”), PROTOR/PRR5 

(también conocido como Protor1 y Protor2) (Cybulski y Hall, 2009) y DEPTOR (“DEP domain-

containing mTOR-interacting protein” ) (Peterson et al., 2009) (Figura 1.10). Este complejo regula el 

metabolismo, el citoesqueleto de actina y la supervivencia celular en condiciones de estrés. mTORC2 

no puede ser directamente inhibida por rapamicina, la cual no afecta a su actividad catalítica in vitro 

(Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al., 2004).  

 

 



 

Figura 1.10. Composición y función de los complejos mTORC1 y mTORC2 en mamíferos (Adaptado de Cybulski y 
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Figura 1.10. Composición y función de los complejos mTORC1 y mTORC2 en mamíferos (Adaptado de Cybulski y 

un componente clave de mTORC2. Ambos desempeñan un papel esencial en el 
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osforilación de RICTOR dependiente de S6K1 inhibe la fosforilación de AKT en el residuo de S

afectando a la proliferación celular. Este mecanismo representa una vía de 

posible comunicación entre ambos complejos mTOR (Sarbassov et al., 2005).  
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mLST8 

mLST8 es una proteína conservada presente tanto en mTORC1 como en mTORC2. mLST8, 

que está compuesto casi completamente por repeticiones WD, se une firmemente mTOR cerca del 

dominio quinasa y se requiere para la integridad de mTORC2 (Guertin et al., 2006; Kim et al., 2003). 

DEPTOR 

DEPTOR y mLST8 son las únicas dos proteínas que son comunes tanto en mTORC1 como en 

mTORC2. DEPTOR interactúa con mTOR e inhibe la señalización de mTORC1 y mTORC2. 

DEPTOR se une a mTOR cerca del dominio quinasa y contiene dominios N-terminal DEP 

(“Disheveled, egl-10, pleckstrin”) y un dominio C-terminal PDZ (“Postsynaptic density 95, discs 

large, zonula occludens-1”) (Peterson et al., 2009). 

mSIN1 

mTORC2 requiere tanto a RICTOR como a mSIN1 para mantener su integridad estructural y 

fosforilar a AKT/PKB. Existen cinco isoformas de mSIN1 y al menos tres de ellas, mSIN1.1 (Sin1), 

mSIN1.2 (Sin1β ) y mSIN1.5 (Sin1α) se ensamblan de forma independiente con mTOR y RICTOR 

(Frias et al., 2006). Curiosamente, la mayoría de los ortólogos mSIN1 contienen un dominio de unión 

a Ras y un dominio de homología a la plekstrina (PH), lo que sugiere que mSIN1 puede tener 

funciones adicionales (Schroder et al., 2007).  

PROTOR/PRR5 

Existen dos isoformas de PROTOR denominadas PROTOR1 y PROTOR2, las cuales 

comparten homología en una parte de su extremo amino terminal. PROTOR se une firmemente a 

RICTOR pero, a diferencia de mSIN1, no es importante para la interacción entre mTORC2-RICTOR 

ni para la fosforilación de AKT dependiente de mTORC2 (Woo et al., 2007). La depleción de 

PROTOR1 afecta a la fosforilación de SGK1, un sustrato de mTORC2 importante en la respuesta 

celular frente a estrés (Pearce et al., 2011).  

1.4.3.2. Reguladores aguas arriba de mTOR 

mTORC1 es regulado principalmente por nutrientes, factores de crecimiento, el estado 

bioenergético de las células y la disponibilidad de oxígeno.  

1.4.3.2.1. Regulación de mTORC1 por el Complejo TSC1-TSC2   

 El complejo heterodimérico TSC1-TSC2 (“Tuberous sclerosis proteins”) juega un 

papel clave como regulador y receptor de las señales de las múltiples vías de señalización que 

influyen en la actividad de mTOR, incluyendo las señales de los factores de crecimiento 
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transmitidas a través de las rutas de AKT y ERK (“Extracellular signal-Regulated Kinase”), 

la hipoxia a través de HIF1 y REDD1, y el estado de energía a través de AMPK 

(Wullschleger et al., 2006). 

En su estado activo no fosforilado, el complejo TSC1-TSC2 localiza en la membrana 

donde ejerce su actividad GAP (“GTPase-activating protein”) sobre el principal activador de 

mTORC1, la GTPasa Rheb, regulándolo negativamente (Figura 1.11). Tras su activación en 

respuesta a factores de crecimiento u hormonas, las vías de señalización AKT/PI3K y RAS-

ERK fosforilan a TSC2, lo que deriva en la inhibición del complejo TSC1-TSC2 (Hay y 

Sonenberg, 2004) (Figura 1.11). La fosforilación de TSC2 promueve la translocación de 

TSC2 al citosol, permitiendo la activación mTORC1 (Cai et al., 2006). Además, algunos 

estudios han demostrado que el complejo mTORC1 puede ser regulado incluso en ausencia de 

TSC2, lo que podría sugerir la existencia de mecanismos de regulación independientes de 

TSC, y probablemente también de Rheb (Roccio et al., 2006; Smith et al., 2005). 

1.4.3.2.2. Regulación de mTORC1 por Rheb 

Avruch et al.(2009) demostraron que Rheb, miembro  de la superfamilia de GTPasas 

pequeñas,  es el activador de mTORC1 (Figura 1.11). En mamíferos, Rheb es codificado por dos genes 

RHEB1
+ y RHEB2

+ (Patel et al., 2003). RHEB1 es dominante sobre RHEB2 en la regulación de 

mTORC1 in vivo (Zou et al., 2011). El mecanismo por el cual mTORC1 es activado por Rheb es poco 

conocido. La GTPasa Rheb se une directamente al dominio quinasa de mTOR y como resultado de esa 

unión, activa a mTORC1. No obstante, esta interacción parece ser débil y no ha sido detectada entre 

proteínas endógenas (Long et al., 2005). Curiosamente, la interacción entre Rheb-mTOR in vivo e in 

vitro no depende de la unión de Rheb a GTP, aunque sí la activación catalítica de la quinasa mTOR 

(Sancak et al., 2007).  

El complejo TSC1-TSC2 juega un papel crucial en la regulación negativa de Rheb mediada 

por factores de crecimiento, ya que su actividad GAP promueve la conversión de GTP a GDP. Sin 

embargo, la regulación positiva de Rheb a través de GEFs es mucho menos conocida (Wullschleger et 

al., 2006).   

1.4.3.2.3. Regulación de mTORC1 por Rag 

La GTPasa Rag es necesaria para activar a mTORC1 en respuesta a aminoácidos (Binda et al., 

2009; Kim et al., 2008; Sancak et al., 2008) (Figura 1.11). En mamíferos, Rag presenta 4 isoformas, 

RagA y RagB que interactúan con RagC y RagD para formar un heterodímero. El complejo Rag está 

constitutivamente anclado a la superficie del lisosoma, a través de su interacción con Ragulator 
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Figura 1.11. Regulación de mTORC1 (Adaptado de McCormick et al., 2011). 
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un activador de la señalización de TORC2 en la levadura con fisión Schizosaccharomyces pombe

Rab6 humana puede sustituir a Ryh1 en esta levadura. Estos resultados sugieren que 

un activador de TORC2 en mamíferos (Tatebe et al., 2010).  
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1.4.3.3. Efectores de mTOR 

1.4.3.3.1. mTORC1 

mTORC1 regula procesos relacionados con el crecimiento como la transcripción, la biogénesis 

del ribosoma, la síntesis de proteínas, el transporte de nutrientes y autofagia (Wullschleger et al., 

2006). En mamíferos, los substratos más caracterizados de mTORC1 son S6K y 4E-BP1, a través de 

los cuales mTORC1 estimula la síntesis de proteínas (Figura 1.10).  

La proteína quinasa S6K1  

La proteína ribosomal S6K (S6 quinasa) es un efector ampliamente estudiado del complejo 

mTORC1 que controla procesos celulares fundamentales, como la transcripción, la traducción, la 

síntesis de proteínas y lípidos, el crecimiento/tamaño celular y el metabolismo celular (Magnuson et 

al., 2012). En mamíferos, S6K representa una familia compuesta por dos genes distintos, S6K1
+ 

(RPS6KB1, también conocido como S6Kα) y S6K2
+ (RPS6KB2, también conocido como S6Kβ) 

(Banerjee et al., 1990; Kozma et al., 1990; Lee-Fruman et al., 1999). En respuesta a factores de 

crecimiento, mTORC1 fosforila a S6K1 y S6K2 en T389 en el motivo hidrofóbico, mientras que 

PDK-1 fosforila directamente a S6K1 en su residuo T229 en el motivo de giro, promoviendo su 

actividad (Alessi et al., 1998; Pullen et al., 1998). Una vez activado, S6K1 actúa como un regulador 

positivo de la síntesis proteica (Magnuson et al., 2012).  

La proteína 4E-BP1  

Uno de los efectores  principales de mTORC1 para el control de la traducción y proliferación 

celulares es la proteína de unión 4E-BP1 la cual es un regulador negativo de la síntesis de proteínas 

(Lv et al., 2015; Ma y Blenis, 2009; Shull et al., 2015). Concretamente, 4E-BP1 impide el inicio de la 

traducción uniéndose al factor de inicio eIF4E, que es un componente limitante del complejo de 

múltiples subunidades que participan en la unión del ribosoma al RNA mensajero. Concretamente, la 

interacción de 4E-BP1 hipofosforilado con eIF4E previene su unión al factor eIF4G, inhibe el 

ensamblaje del complejo y reprime la traducción.  mTORC1 fosforila a 4E-BP1 dando como resultado 

su disociación de eIF4E y el reclutamiento de eIF4G en el extremo 5' del RNA mensajero, permitiendo 

así el inicio de la traducción (Ma y Blenis, 2009). 

1.4.3.3.2. mTORC2 

mTORC2 regula procesos como la organización del citoesqueleto de actina, y la fosforilación 

y activación de miembros de la familia de quinasas AGC tales como AKT, PKC y SGK1  (Cybulski y 

Hall, 2009) (Figura 1.10). 
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AKT 

La proteína quinasa AKT es codificada por 3 genes en células de mamífero denominadas 

AKT1 (PKBα), AKT2 (PKBβ) y AKT3 (PKBγ) (Chan et al., 1999). AKT fosforila a diversas dianas 

celulares y regula la supervivencia, el crecimiento, la proliferación y la migración celular.  AKT se 

diferencia de otras proteínas de la familia de quinasas AGC en que poseen un dominio PH en su 

extremo N-terminal. Este dominio se une específicamente a PIP2 y/o PIP3 y juega un papel como 

regulador negativo (Calleja et al., 2007). mTORC2 fosforila a AKT en el residuo S473 de su motivo 

hidrofóbico y en el residuo T450 de su motivo de giro (Ikenoue et al., 2008). Diversos estudios han 

demostrado que PDK-1 fosforila a AKT en el residuo de T308 dentro del bucle de activación y esta 

fosforilación no depende, en principio, de la fosforilación en la S473 (Frias et al., 2006; Guertin et al., 

2006; Jacinto et al., 2006; Shiota et al., 2006).  

Proteína quinasa C (PKC) 

Diversos estudios han demostrado que mTORC2 controla la actividad y estabilidad de las 

PKCs clásicas y nuevas a través de la fosforilación en su motivo hidrofóbico y/o de giro (Sarbassov et 

al., 2004).  

SGK1  

La quinasa AGC, SGK1 (“Serum- and glucocorticoid-induced protein kinase 1”) es 

fosforilada por mTORC2 en el residuo S422 de su motivo hidrofóbico en respuesta a insulina y 

factores de crecimiento, lo que regula su actividad hacia uno de sus sustratos, NDRG1 (“N-myc 

Dowstream Regulated 1”) (Garcia-Martinez y Alessi, 2008). Estudios anteriores han demostrado que 

la activación de SGK1 es dependiente de la activación de PI3K (fosfoinositol-3-quinasa) y de la 

producción de PIP3 (Kobayashi et al., 1999; Park et al., 1999). Esto induce la fosforilación de SGK1 en 

su motivo hidrofóbico y promueve la interacción con la PDK-1, que fosforila a SGK1 en el residuo 

T256 en el AL (Mora et al., 2004; Biondi et al., 2004).  

1.4.3.4. mTOR y la regulación de la síntesis de proteínas  

La señalización a través de mTORC1 juega un papel clave en el control de una variedad de 

aspectos de la función celular. Entre ellos, controla un gran número de reguladores de la síntesis de 

proteínas, fundamentalmente durante los procesos de iniciación y elongación, además de actuar como 

el principal regulador de la producción de energía en la mitocondria (Browne y Proud, 2004; Pearce et 

al., 2010; Wang et al., 2001). Se ha descubierto recientemente que mTOR coordina la síntesis de 

proteínas y las funciones mitocondriales mediante la modulación selectiva de la síntesis de proteínas 

mitocondriales codificadas en el núcleo (Pearce et al., 2010). mTORC1 se activa por ciertas hormonas 

y por factores de crecimiento, así como por nutrientes tales como aminoácidos que son necesarios para 

la síntesis de proteínas.  



 

El proceso de la traducción del mRNA se divide convencionalmente en cuatro etapas 

principales, la primera de las cuales es la iniciación

factores de iniciación (eIFs) juegan un papel clave en el comienzo de la traducción, ya que favorece la 

unión de la subunidad 40S del ribosoma al mRNA

transferencia iniciador que reconoce el codón de inicio. El complejo de iniciación contiene una 

helicasa (eIF4A), la cual puede desenrollar la estructura secundaria, y una pro

que promueve la actividad eIF4A. 

fosforilado por la proteína quinasa ribosomal S6 (S6K)

fosforila a otras proteínas que participan de for

y/o procesamiento de RNAs mensajeros

CBP80 (“Nuclear cap-binding protein subunit 1

RNA mensajero a través de su interacción con eIF4G, lo cual depende de la unión de eIF4E a eIF4G; 

esta interacción no se lleva a cabo cuando eIF4E se une a pequeñas fosfoproteín

llamadas 4E-BP. La fosforilación de 4E

liberación de eIF4E que puede unirse a eIF4G y, así,

2005) (Figura 1.12). 

Figura 1.12. Control de la capacidad y eficacia traduccional por mTORC1 (Adaptado de Proud, 2013).

Los protagonistas fundamentales de la fase de elongación son los factores eEF1 y eEF2. eEF2

está implicado en la etapa de translocación, en la cual se libera el 

permitir la entrada del nuevo peptidil

34 

El proceso de la traducción del mRNA se divide convencionalmente en cuatro etapas 
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Figura 1.12. Control de la capacidad y eficacia traduccional por mTORC1 (Adaptado de Proud, 2013).
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actividad de la quinasa eEF2K, promoviendo la desfosforilación del factor de elongación, y la 

consiguiente activación de la síntesis proteica (Wang et al., 2001) (Figura 1.12). 

Los ribosomas de mamíferos están compuestos de 4 tipos diferentes de RNA ribosomales 

(rRNAs) y alrededor de 85-90 proteínas distintas (proteínas r). Los mRNAs que cifran estas proteínas 

se encuentran bajo un estricto control traduccional (Meyuhas, 2000). Dicho control es dependiente de 

la presencia de secuencias ricas en pirimidinas en su extremo 5´ (5´ TOP), y que suprime su traducción 

en condiciones basales. La gran mayoría de 5´TOP mRNAs codifican proteínas ribosomales y otros 

componentes de la maquinaria de la síntesis de proteínas.  Diversos estudios han demostrado que 

mTORC1 regula la traducción de estos mRNAs por medio de la activación de la transcripción del 

DNA ribosómico (rDNA) (Hannan et al., 2003; McMullen et al., 2004). Aunque mTOR sí es clave 

para el control de la traducción de 5´ TOP mRNAs, S6K y su sustrato ribosomal la proteína S6 no son 

necesarios para este proceso (Tang et al., 2001). Además, mTORC1 regula por una parte la 

transcripción dependiente de la RNA polimerasa I (Pol I) modulando la actividad del factor regulador 

TIF-1A en respuesta a la disponibilidad de nutrientes y factores de crecimiento, y por otra parte activa 

a Pol III, que sintetiza el rRNA 5S y tRNAs. Pol I transcribe el pre-rRNA 47S, el cual debe ser 

procesado para crear los rRNAs maduros 5.8S, 18S y 28S (Figura 1.12) (Mayer et al., 2004). 

Diversos trabajos han demostrado que la señalización de mTORC1 promueve el 

procesamiento de pre-rRNAs (Iadevaia et al., 2012). Esto puede implicar a algunas de las proteínas 

ribosómicas cuya síntesis está controlada por mTORC1 y que participan en el procesamiento de pre-

rRNAs. Asimismo, mTORC1 puede regular otros componentes implicados en la maduración del 

rRNA (Iadevaia et al., 2012). 

Uno de los sustratos mejor caracterizados de mTORC1 es la proteína quinasa S6 (S6K), que 

modula de forma indirecta la síntesis de proteínas regulando la transcripción de mRNAs implicados en 

la biogénesis de ribosomas (Chauvin et al., 2014).  La quinasa S6 parece desempeñar un papel en la 

relación de la señalización de mTORC1 y el control de Pol I (Jastrzebski et al., 2007), aunque también 

pueden estar involucrados otros mecanismos adicionales. Maf1, un represor que se une e inhibe a Pol 

III, es fosforilado por mTOR tanto in vitro como in vivo en el residuo S75, lo que contribuye a su 

función como un inhibidor transcripcional (Kantidakis et al., 2010; Shor et al., 2010).  

Hasta el momento, no se conoce con exactitud el papel del complejo mTORC2 en la síntesis 

de proteínas. Zinzalla et al. (2011) han demostrado que mTORC2 se activa a través de su asociación 

con el ribosoma tras la estimulación con factores de crecimiento. De hecho, en las células cancerosas 

que presentan hiperactivación de la vía PI3K se produce una mayor asociación de mTORC2 con el 

ribosoma y un incremento en la actividad del complejo. Además, mTORC2 se asocia específicamente 

con los ribosomas que se encuentran traduciendo sustratos específicos del complejo, a los que fosforila 

co-traduccionalmente (Dai et al., 2013; Oh et al., 2010).  
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1.4.4. TOR en levaduras modelo 

1.4.4.1. Saccharomyces cerevisiae 

1.4.4.1.1. Características generales 

S. cerevisiae posee dos quinasas TOR, Tor1 y Tor2, que son codificadas por genes distintos. 

Tor1 forma parte exclusivamente del complejo TORC1, mientras que Tor2 se encuentra presente tanto 

en TORC1 como en TORC2 (Wullschleger et al., 2006). 

1.4.4.1.1.1. TORC1 

Los componentes principales de TORC1 son Tor1 o Tor2, Kog1, Lst8 y Tco89. TORC1 es 

sensible a la rapamicina, la cual forma un complejo con FPR1 que se une a Tor e inhibe la actividad 

del complejo (Loewith et al., 2002; Stan et al., 1994). TORC1 regula el crecimiento celular en 

respuesta a la disponibilidad de nutrientes y estrés celular mediante la regulación de la síntesis de 

proteínas. Además también regula la biogénesis de ribosomas, autofagia, activación transcripcional, 

meiosis, ciclo celular, y clasificación e intercambio de transportadores de nutrientes (Inoki et al., 2005; 

Martin y Hall, 2005) (Figura 1.13). Estudios han demostrado que TORC1 se concentra en el límite de 

la membrana de las vacuolas utilizando una versión unida a GFP de las proteínas Kog1, Tco89, Lst8 y 

Tor1 (Urban et al., 2007; Berchtold y Walther, 2009; Binda et al., 2009). 

Tor1 y Tor2 

Tor1 y Tor2 son proteínas con un peso molecular de 281 kDa y 282 kDa, respectivamente 

(Chen y Kaiser, 2003; Kunz et al., 2000), con un 80% de similitud de sus aminoácidos (Cafferkey et 

al., 1994). Las proteínas Tor consisten en varios dominios funcionales cuyas estructuras están 

conservadas evolutivamente con respecto a organismos superiores (Dames et al., 2005). Estas 

proteínas controlan el crecimiento celular en respuesta a la disponibilidad de nutrientes y se asocian a 

vacuolas, aunque también a la membrana plasmática, al aparato de Golgi, a vacuolas, a mitocondrias y 

al núcleo (Dennis et al., 1999; Thomas et al.,1997; Kunz et al., 2000).  

Kog1 

Kog1 tiene un peso molecular de 176 kDa y contiene cuatro repeticiones HEAT internas y 

siete repeticiones WD-40 C-terminales.  (Loewith et al., 2002). Kog1 está conservada desde levaduras 

a humanos y es el homólogo de la proteína reguladora TOR de mamíferos RAPTOR / mKOG1 

(Loewith et al., 2002). 

La falta de Kog1 causa un fenotipo similar al tratamiento con rapamicina y las células 

muestran una parada del crecimiento celular, morfología celular alterada, reducción en la síntesis de 
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proteínas, acumulación de glucógeno y regulación positiva en la transcripción de catabolitos de 

nitrógeno reprimidos y genes de respuesta retrógrada (Loewith et al., 2002). 

Lst8 

Lst8 es una subunidad que está presente tanto en TORC1 como en TORC2 (Cardenas et al., 

1999; Loewith et al., 2002; Weisman y Choder, 2001). Lst8 codifica una proteína esencial conservada 

en eucariotas superiores con una identidad en la secuencia de aminoácidos del 28% entre la levadura y 

su homólogo en humanos (Roberg et al., 1997). Lst8 está involucrada en los procesos de señalización 

mediada por TOR y en la respuesta celular a la pérdida de la función mitocondrial (también conocida 

como la respuesta retrógrada) (Chen y Kaiser, 2003; Liu et al., 2001; Loewith et al., 2002).  

La pérdida de función de Lst8 produce hipersensibilidad a la rapamicina, inestabilidad de la 

pared celular, despolarización del esqueleto de actina y una incapacidad para absorber aminoácidos 

(Chen y Kaiser, 2003; Loewith et al., 2002; Roberg et al., 1997).  

Tco89 

Tco89 codifica una proteína no esencial de TORC1. Las mutaciones en Tco89 son 

sintéticamente letales en combinación con mutaciones en Tor1 y la pérdida de Tco89 conduce a la 

hipersensibilidad a la rapamicina y a defectos en la integridad de la pared celular. Al igual que Tor1, 

Tor2 y Lst8, Tco89 se localiza en el lado interno de la membrana plasmática, pero a diferencia de los 

otros componentes de TORC1, Tco89 también puede encontrarse alrededor de la membrana vacuolar. 

Esta diferencia de la localización sugiere que Tco89 puede tener una función adicional independiente 

de su papel como un componente de TORC1 (Reinke et al., 2004). 

1.4.4.1.1.2. TORC2 

El complejo TORC2, formado por Tor2, Avo1, Avo2, Avo3, Bit61 y Lst8, es insensible a la 

rapamicina y está involucrado en la regulación de la polarización del citoesqueleto de actina durante la 

progresión del ciclo celular, la integridad de la pared celular, la síntesis de lípidos, la endocitosis de los 

receptores de nutrientes y la supervivencia celular en respuesta a estrés (deHart et al., 2003; Schmidt et 

al., 1996). TORC2 se localiza preferentemente cerca de la membrana plasmática por medio del 

dominio PH presente en Avo1 (Berchtold y Walther, 2009) (Figura 1.13).  

Avo1 

Avo1 codifica una proteína esencial de 165 kDa la cual juega un papel importante en la 

integridad estructural de TORC2 ya que junto con Avo3 actúa como una proteína de anclaje 

(Wullschleger et al., 2005). Además, células mutantes avo1∆ muestran un defecto en la polarización 

del citoesqueleto de actina al igual que células tor2∆  (Wullschleger et al., 2005).  
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Figura 1.13. Composición y función de los complejos TORC1 y TORC2 en S. cerevisiae (Adaptado de Cybulski y 
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. A través de la interacción física directa con Avo2 y Bit61, las subunidades Slm1p y Slm2p 

, por tanto Avo2 podría actuar como una proteína adaptadora

a una proteína esencial de TORC2 que fue originalmente identificada

supresor de una mutación en Csg2, un gen implicado en la biosíntesis de esfingolípidos, 
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la región N-terminal de los dominios HEAT de Tor2, lo cual es necesario para mantener la integridad 

estructural de TORC2  (Loewith et al., 2002). Tor2 es capaz de fosforilar a Tsc11, pero esta 

fosforilación no es esencial para la integridad del complejo (Wullschleger et al., 2005).  

Lst8 

Lst8 es una proteína esencial altamente conservada presente tanto en TORC1 como en TORC2 

y está compuesta casi exclusivamente por siete dominios WD40 (Loewith et al., 2002). Además, es 

necesaria para el transporte de la permeasa de aminoácidos Gap1 desde el aparato de Golgi hasta la 

superficie celular (Chen y Kaiser, 2003; Roberg et al., 1997). Lst8 se une al extremo C-terminal de 

Tor2, activándola (Wullschleger et al., 2005). 

Bit61/2 

Bit61
+ es un gen no esencial que codifica una subunidad de TORC2 que se asocia a la 

membrana (Wullschleger et al., 2005). Está implicado en la regulación de la dinámica del 

citoesqueleto de actina dependiente del ciclo celular durante el crecimiento polarizado y la integridad 

de la pared celular. Bit61 tiene un parálogo, Bit2, que surgió de la duplicación del genoma entero 

(Fadri et al., 2005; Loewith et al., 2002; Reinke et al., 2004; Wedaman et al., 2003). Los efectores de 

TORC2, Slm1 y Slm2, son capaces de asociarse con el complejo a través de la interacción física 

directa con Bit61/2 y Avo2 (Fadri et al., 2005).   

Tor2 

Tor2, la proteína principal de TORC2, es una quinasa altamente conservada que ha 

demostrado ser un importante regulador de múltiples funciones celulares incluyendo crecimiento 

celular, polimerización de actina, endocitosis y síntesis de esfingolípidos (Loewith et al., 2002). El 

complejo TORC2 no es sensible a rapamicina debido a que el complejo PKBP12-rapamicina no se une 

al dominio FRB de Tor2 (Loewith et al., 2002). 

1.4.4.1.2. Reguladores de TOR en S. cerevisiae 

1.4.4.1.2.1. Regulación de TORC1 por el complejo EGO 

En levaduras, la actividad de TORC1 está regulada en la membrana vacuolar a través de las 

proteínas Ego1, Ego3, Gtr1, y Gtr2, las cuales en conjunto forman el complejo EGO (EGOC) 

(Dubouloz et al., 2005). Gtr1 y Gtr2 son proteínas GTPasas de la familia Ras, ortólogos de las 

proteínas Rag A-D en mamíferos (Efeyan et al., 2012; Sancak et al., 2008). Gtr1, particularmente 

cuando está unido a GTP, interactúa físicamente con Tco89 y Kog1, y esa interacción se reduce en 

ausencia de leucina (Binda et al., 2009). Ego1 y Ego3 son homólogos funcionales del complejo 

Ragulator en organismos superiores (Kogan et al., 2010; Sancak et al., 2010).  Ego1 está miristoilado 



Introducción 

40 
 

y palmitoilado en el extremo N-terminal, anclando a EGOC en la membrana vacuolar (Binda et al., 

2009; Dubouloz et al., 2005; Zhang et al., 2012). La función que ejerce Ego3 sobre el complejo no ha 

sido descubierta todavía, aunque se conoce que forma homodímeros, los cuales, como los dominios C-

terminal de Gtr1 y Gtr2, son estructuralmente similares a los miembros de la superfamilia de proteínas 

Roadblock/LC7, una familia de proteínas conservadas asociadas a dineína (Kogan et al., 2010; Zhang 

et al., 2012). En levaduras, la unión a GTP de Gtr1 en el complejo heterodimérico con Gtr2 unido a 

GDP estimula a TORC1 en respuesta a aminoácidos, de forma similar a lo que se observa en 

vertebrados (Kim et al., 2008; Sancak et al., 2008). El complejo EGO puede regular tanto 

positivamente como negativamente a TORC1 mediante la interacción física con sus subunidades.  

Existen diversos mecanismos encargados de transmitir variaciones en la concentración de 

aminoácidos en la célula al complejo EGO. En levaduras, un posible candidato es Vam6/Vps39, el 

factor de intercambio del nucleótido de guanina (GEF) de Gtr1 (Binda et al., 2009). Otro de los 

mecanismos propuesto involucra a la sintetasa L-Leucyl-tRNA (LRS). En mamíferos, cuando está 

presente la leucina, LRS podría actuar como GAP de RagD, mientras que en levaduras la presencia de 

leucina parece promover  la actividad de LRS como GEF de Gtr1 (Bonfils et al., 2012; Han et al., 

2012).  

1.4.4.1.3. Efectores de TOR en S. cerevisiae 

1.4.4.1.3.1.  TORC1 

Sch9 

Sch9 es una proteína quinasa AGC no esencial, ortólogo de S6K1 en mamíferos, la cual está 

involucrada en la activación de los genes de respuesta a estrés osmótico, la regulación de la fase G1, 

actividad de la subunidad catalítica de la proteína quinasa dependiente de cAMP (cAPK), señalización  

de nutrientes y regulación de la biosíntesis de esfingolípidos. TORC1 fosforila 6 residuos en el 

extremo C-terminal de Sch9 que corresponden a T737 en el HM, T723 y S726 en el TM y S758, S765 

y S711en una región que se asemeja al HM (Loewith et al., 2011). Esta fosforilación activa a Sch9 y 

es utilizada como una rápida lectura de la actividad de TORC1 (Urban et al., 2007) (Figura 1.13). 

Sch9 es rápidamente desfosforilado durante el tratamiento de las células con rapamicina y también en 

respuesta al ayuno de carbono, nitrógeno, fosfato, o aminoácidos específicos (Binda et al., 2009; 

Urban et al., 2007). Aunque está principalmente localizado en el límite de la membrana vacuolar, Sch9 

también está asociado con la cromatina donde podría ejercer más efectos directos en el control de 

factores de transcripción como Gis1, aunque este papel parece tener lugar independientemente de 

TORC1 (Pascual-Ahuir y Proft, 2007). Uno de los principales papeles de Sch9 dependiente de su 

regulación por TORC1 es la modulación de la traducción y el tamaño celular (Jorgensen et al., 2004). 

Asimismo, participa en la regulación de la respuesta celular a estrés y entrada a la fase G0, mediante la 

fosforilación y el secuestro en el citosol de Rim15, el cual dificulta la activación de algunos genes de 
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respuesta a estrés (Wanke et al., 2008). Sch9 también regula negativamente genes involucrados en la 

función mitocondrial (Smets et al., 2010), la homeostasis y señalización de esfingolípidos (Huang et 

al., 2014), y la autofagia y el envejecimiento (Sampaio-Marques et al., 2011).   

Fosfatasas PP2A y Tap42 

Las fosfatasas PP2A consisten en un complejo heterotrimérico, el cual contiene la subunidad  

Tpd3 (van Zyl et al., 1992), una subunidad catalítica, la cual puede ser una de las tres proteínas 

redundantes Pph21, Pph22, o Pph3, y una subunidad regulatoria, Cdc55 o Rts1 (Healy et al., 1991; 

Zhao et al., 1997). Los complejos de proteínas fosfatasas relacionadas con PP2A están compuestos por 

Sit4 o Ppg1, acompañados por una de las cuatro subunidades regulatorias (Sap4, Sap155, Sap185, y 

Sap190) (Luke et al., 1996). Tap42 es una proteína regulatoria esencial que actúa aguas abajo de Tor 

(Di Como y Arndt, 1996). Cuando TORC1 está activo fosforila a Tap42, la cual se asocia al complejo 

de fosfatasas Pph21/22-Sit4 junto con una de las proteínas regulatorias Rrd1 o Rrd2 del complejo 

PP2A (Di Como y Arndt, 1996; Jiang y Broach, 1999). Tap42 asociado al complejo de fosfatasas se 

localiza en la membrana, donde interactúa con TORC1 (Aronova et al., 2007; Kunz et al., 2000). El 

tratamiento con rapamicina o el ayuno de nitrógeno libera este complejo al citosol y, simultáneamente 

se produce la desfosforilación de Tap42 (Yan et al., 2006). Esto activa a las fosfatasas, que a su vez 

permiten la expresión de los genes de la represión catabólica de nitrógeno y genes de respuesta a estrés 

(Duvel et al., 2003; Shamji et al., 2000). Tip41 coopera con Tap42 en una regulación similar de la 

actividad de los complejos de fosfatasas relacionados con PP2A que contienen Sit4 (Jacinto et al., 

2001; Santhanam et al., 2004). La activación de Rho1, principal sensor de la ruta CIP, altera la 

actividad de TORC1 y PP2A por su unión directa a Kog1, lo cual resulta en una ruptura de la 

asociación a la membrana de TORC1. Esta unión también desencadena la liberación y activación de 

Tap42-PP2A (Yan et al., 2012).  

Rim15 

Rim15 es una proteína quinasa implicada en la proliferación celular en respuesta a nutrientes, 

la cual regula positivamente la degradación autofágica selectiva de los ribosomas (ribofagia), mientras 

que regula negativamente la degradación no selectiva de los ribosomas (Waliullah et al., 2017). Rim15 

está regulado negativamente por TORC1 y por PKA a través de mecanismos diferentes. PKA inhibe la 

actividad quinasa de Rim15 (Reinders et al., 1998), mientras que la inhibición de TORC1 conduce a la 

localización nuclear de Rim15. Esta proteína quinasa regula positivamente una variedad de genes cuya 

expresión depende de los factores de transcripción Msn2, Msn4 y Gis1 (Cameroni et al., 2004). 

Además de la activación transcripcional, Rim15 también regula la expresión de genes por la 

estabilización postranscripcional del mRNA (Cameroni et al., 2004).   
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1.4.4.1.3.2.TORC2 

Ypk1/2 

En S. cerevisiae, TORC2 fosforila y activa a las proteínas quinasas Ypk1 y Ypk2, las cuales 

comparten el 90% de similitud de secuencia y son ortólogas a Gad8 y SGK1 en S. pombe y células de 

mamíferos, respectivamente (Kamada et al., 2005) (Figura 1.13). La fosforilación en el AL de Ypk1e 

Ypk2 por las proteínas Pkh1 y Pkh2, homólogas a PDK-1 en mamíferos, es necesaria para su 

activación a través de TORC2 (Roelants et al., 2002; Roelants et al., 2004). TORC2 controla el nivel 

de esfingolípidos en la membrana plasmática a través de la activación de Ypk1 e Ypk2  (Roelants et 

al., 2002).   

En primer lugar, la disminución de esfingolípidos desencadena la activación de las proteínas 

eisosómicas Slm1 y Slm2 para facilitar la asociación de Ypk1 con la membrana plasmática (Luo et al., 

2008; Niles et al., 2012; Niles y Powers, 2012). En segundo lugar, Ypk1 es fosforilado por TORC2 en 

dos sitios diferentes ubicados en su dominio C-terminal, posiblemente aumentando su competencia 

para ser fosforilado adicionalmente (Niles et al., 2012). En tercer lugar, después de la fosforilación por 

TORC2, Pkh1/2 fosforila a Ypk1 dentro del AL de su dominio quinasa para su completa activación 

catalítica (DeHart et al., 2002; Niles et al., 2012; Roelants et al., 2002). A continuación, Ypk1 

fosforila a las proteínas Orm1 y Orm2, inactivándolas (Roelants et al., 2011). Orm1 y Orm2 son 

proteínas de membrana integrales del retículo endoplasmático que inhiben la síntesis de esfingolípidos 

cuando se activan (Roelants et al., 2011).  

Slm1/2 

Las proteínas Slm1 y Slm2 son proteínas eisosómicas que albergan un dominio de homología 

a la pleckstrina (PH), que interactúa con fosfoinosítidos. El fosfatidilinositol 4,5-bifosfato y el dominio 

PH de Slm1 son muy importantes en la orientación de Slm1 en la membrana plasmática (Audhya et 

al., 2004a; Fadri et al., 2005).  

Las proteínas Slm1 y Slm2 desempeñan un papel muy importante en la célula a través de dos 

vías principales. Slm1 y Slm2 son fosforilados por TORC2 para la señalización aguas abajo del 

citoesqueleto de actina, y también pueden actuar para regular la actividad de TORC2. En segundo 

lugar, Slm1 y Slm2 juegan un papel importante en el mantenimiento de esfingolípidos mediante la 

regulación de la interconexión entre múltiples vías. Este mecanismo está estrechamente regulado por 

la adecuada fosforilación y desfosforilación de Slm1 por TORC2 y calcineurina, respectivamente. 

Aunque TORC2 y calcineurina son reguladores importantes de Slm1 y Slm2, otras quinasas y 

fosfatasas pueden ser necesarias para el mantenimiento de un nivel óptimo entre las formas 

fosforiladas y desfosforiladas (Bartlett y Kim, 2014). 
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Pkc1 

Pkc1 es una serín/treonín-quinasa, homóloga a las isoformas de PKCα/β/γ en mamíferos. La 

ruta Pkc1-MAP quinasa juega un papel muy importante en el mantenimiento de la integridad celular 

durante el crecimiento vegetativo de S. cerevisiae, y es activada en respuesta a una gran variedad de 

estímulos externos que provocan un estrés sobre la pared celular, regulando la biogénesis de la misma 

en periodos de crecimiento polarizado de las células (Levin, 2005; Verna et al., 1997). TORC2 

controla la regulación del citoesqueleto de actina a través de la ruta de MAP quinasas de integridad 

celular vía Pkc1, por medio de las GTPasas Rho1 y Rho2 y su GEF (“Guanine nucleotide Exchange 

Factor”) Rom2 (Helliwell et al., 1998; Schmidt et al., 1997).  Además, TORC2 es importante para la 

fosforilación de Pkc1 en su HM (Facchinetti et al., 2008).  

Calcineurina (CN) 

La calcineurina (CN) es una fosfatasa con especificidad para residuos de serina/treonina y 

dependiente de calmodulina (CaM) que está compuesta por una subunidad catalítica (calcineurina A, 

CNA) y una subunidad reguladora (calcineurina B, CNB). La señalización a través de calcineurina 

juega un papel crítico en procesos que van desde la respuesta de supervivencia al estrés en levaduras 

(Bonilla y Cunningham, 2002) hasta al desarrollo de mamíferos (Graef et al., 2001). TORC2 tiene un 

papel fundamental en la regulación negativa de la señalización dependiente de calcineurina en estrés 

(Mulet et al., 2006).  

1.4.4.1.4. Procesos celulares regulados por TOR en S. cerevisiae 

En S. cerevisiae, TORC1 controla la síntesis de proteínas a través de la regulación del factor 

de inicio de la traducción eIF2, el cual es fosforilado tras el ayuno de aminoácidos o el tratamiento con 

rapamicina, e interfiere con la traducción de mRNAs dependiente de 5´ CAP (Hinnebusch, 2005). 

Además de eIF2, TORC1 parece regular otros factores reguladores de la traducción (Huber et al., 

2009; Loewith, 2010; Soulard et al., 2010). TORC1 regula la biogénesis de ribosomas a múltiples 

niveles: i- controlando la acumulación de transcritos dependientes de la RNA polimerasa I (Reiter et 

al., 2011); ii- regulando a la RNA polimerasa III por medio de las quinasas Sch9 y Maf1 (Vannini et 

al., 2010); iii- modulando la expresión de los 78 genes que cifran la síntesis de las correspondientes 

proteínas que conforman el ribosoma en la levadura (Lempiainen y Shore, 2009); iv- regulando el 

ensamblaje del ribosoma (Honma et al., 2006; Huber et al., 2009; Loewith, 2010); y v- regulando la 

estabilidad de ciertos mRNAs ribosomales (Loewith, 2010; Soulard et al., 2010).  

Por otro lado, TORC1 es importante para la respuesta celular orquestada en situaciones de 

estrés, y que promueven su inhibición (Kuranda et al., 2006; Urban et al., 2007). Dicha inhibición 

activa la transcripción de los genes ESR (“Environmental Stress Response”) modificando la 

localización subcelular de la quinasa Rim15. En principio, este incremento en la transcripción podría 
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ser infructuoso, dado que la inhibición de TORC1 también provoca un aumento en la degradación de 

mRNAs y una disminución drástica en la traducción. Sin embargo, Rim15 fosforila a las proteínas 

Igo1 e Igo2, las cuales protegen a los nuevos transcritos de la degradación  (Luo et al., 2011; Talarek 

et al., 2010).  

TORC2 controla principalmente, aunque no exclusivamente, la polarización del citoesqueleto 

de actina dependiente del ciclo celular mediante el efector de Rho1, Pkc1, y la ruta Pkc1-MAP quinasa 

(Helliwell et al., 1998). Tor2 activa a Rho1 mediante su GEF Rom2, cuya actividad se reduce en un 

mutante Tor2-termosensible (Bickle et al., 1998; Schmidt et al., 1997). El hecho de que la 

sobreexpresión de Rom2 suprime la mutación de un mutante Tor2 termosensible, mientras que la 

sobreexpresión de Rom2 catalíticamente activo es deficiente en su unión al dominio PH, sugiere que 

TORC2 señaliza a Rom2 mediante el dominio PH (Schmidt et al., 1996). Esto implica que el 

reclutamiento y/o activación de Rom2 requiere de lípido de membrana como PIP2  (Audhya y Emr, 

2002; Desrivieres et al., 1998; Helliwell et al., 1998).  La unión de las proteínas Slm a fosfoinosítidos 

y esfingolípidos también puede estar funcionalmente relacionada con el control del citoesqueleto de 

actina mediado por TORC2 (Audhya et al., 2004a; Daquinag et al., 2007; Fadri et al., 2005; Friant et 

al., 2001; Liu et al., 2005; Roelants et al., 2002; Sun et al., 2000; Tabuchi et al., 2006). 

TORC2 ejerce una regulación positiva en la biosíntesis de esfingolípidos mediante las 

proteínas Ypk1 e Ypk2 (Powers et al., 2010). Cuando los niveles de esfingolípidos disminuyen, Slm1 

se libera del eisosoma y provoca la asociación de Ypk1 a la membrana plasmática para señalizar la 

inducción de la producción de esfingolípidos (Berchtold et al., 2012). Este proceso también está 

regulado por la fosfatasa calcineurina que funcionalmente está relacionada con las proteínas Slm 

(Aronova et al., 2008; Bultynck et al., 2006; Mulet et al., 2006). Ypk1 fosforila a las proteínas Orm1 y 

Orm2, las cuales forman un complejo que regula negativamente la primera etapa en la biosíntesis de 

esfingolípidos por TOR (Breslow et al., 2010; Han et al., 2010).  

1.4.4.2. Schizosaccharomyces pombe 

1.4.4.2.1. Características generales 

La levadura con fisión también posee dos quinasas TOR, Tor1 y Tor2, codificadas por los 

genes tor1
+ y tor2

+, respectivamente (Kawai et al., 2001; Weisman y Choder, 2001). Tor1 es el 

ortólogo de Tor2 en S. cerevisiae y viceversa. Ambas quinasas regulan la respuesta celular tras el 

ayuno de fuente de nitrógeno (Weisman y Choder, 2001).  

Una característica notable de S. pombe es que la rapamicina no inhibe el crecimiento celular, 

lo que contrasta significativamente con su efecto en S. cerevisiae. Sin embargo, la rapamicina puede 

inhibir algunos procesos fisiológicos en S. pombe, incluyendo el desarrollo sexual y la captación de 
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aminoácidos (Weisman y Choder, 2001; Weisman et al., 1997) y también adelanta el inicio de la 

mitosis (Petersen y Nurse, 2007). 

1.4.4.2.1.1. TORC1 

El complejo TORC1 está formado por Tor2, Mip1 (ortólogo de RAPTOR), Wat1/Pop3 

(ortólogo de LST8), Tco89 y Toc1. Además, se ha descrito que Tor1 también puede formar parte de 

este complejo en determinadas condiciones de estrés nutricional (Hartmuth y Petersen, 2009) (Figura 

1.14). 

Tco89 

El gen tco89
+ codifica a una proteína de 49 kDa que se identificó mediante un análisis de 

espectrometría de masas de proteínas que interactuaban con Tor2. Se han encontrado homólogos 

únicamente en hongos, y estas proteínas comparten dos dominios conservados (Hayashi et al., 2007). 

Las funciones fisiológicas de Tco89 son desconocidas hasta el momento. 

Mip1 

El gen mip1
+ codifica a una proteína de 148 kDa, la cual contiene un motivo de repetición de 

WD en la región C-terminal y está conservada en eucariotas. Mip1 se encuentra en el citoplasma, y 

diversos estudios han demostrado que está unido a Mei2 in vivo. La forma silvestre de Mip1 es 

requerida para la función de Mei2 en la inducción de la meiosis. Mip1 parece estar involucrado 

también en la conjugación, mediante la asociación con Ste11, que es un factor de transcripción clave 

para el desarrollo sexual. Además, Mip1 es esencial para el crecimiento celular, para lo cual ni Mei2 ni 

Ste11 son relevantes. Esto sugiere que Mip1 ayuda a la expresión funcional de una serie de proteínas 

necesarias para la proliferación y el desarrollo sexual en la levadura con fisión. Además, Mip1 y Tor2 

interaccionan física y genéticamente, cooperando íntimamente en el complejo TORC1 (Shinozaki-

Yabana et al., 2000). 

Wat1/Pop3 

Pop3/Wat1 es una proteína conservada que está compuesta de 7 repeticiones WD40 (Neer et 

al., 1994), y es necesaria para la correcta morfología de la célula y la localización de la F-actina, por lo 

que Poo3/Wat1 desempeña un papel crucial en la formación del citoesqueleto de actina y los 

microtúbulos (Kemp et al., 1997). Wat1/Pop3 es una subunidad común tanto en TORC1 como en 

TORC2 y es necesario en la maduración del mRNA como una proteína de acoplamiento entre el 

splicing y la síntesis y/o estabilización (Ochotorena et al., 2001). 
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Toc1 

El gen toc1
+ codifica a la proteína Toc1 (“Tor complex 1”) de 49 kDa. Toc1 también fue 

identificada a través del análisis de proteínas que interactuaban con Tor2 mediante espectrometría de 

masas. Se ha encontrado un único homólogo en Schizosaccharomyces japonicus (Hayashi et al., 

2007). Las funciones fisiológicas de Toc1 son desconocidas hasta el momento. 

Tor2 y Tor1 

Tor2 es una proteína esencial y quinasa principal del complejo TORC1 en S. pombe, la cual 

controla el cambio entre el crecimiento y la diferenciación celular en respuesta a la disponibilidad de 

nutrientes (Weisman y Choder, 2001). Tor2 controla el crecimiento celular y la biogénesis de los 

ribosomas mediante la regulación de la expresión génica de proteínas ribosómicas (Álvarez et al., 

2006). La sobreexpresión de Tor2 reprime fuertemente la conjugación, la meiosis y la eficacia de la 

esporulación, mientras que la inactivación de Tor2 tiene el efecto opuesto, dando lugar a la 

diferenciación celular, independientemente de las condiciones nutricionales (Álvarez y Moreno, 2006). 

Además,  una fracción de Tor1, cuando forma parte de TORC1, se asocia con Mip1, especialmente en 

medio mínimo, para controlar la mitosis bajo condiciones de estrés nutricional (Hartmuth y Petersen, 

2009; Matsuo et al., 2007). 

1.4.4.2.1.2. TORC2 

Tor1 forma el complejo TORC2 asociándose con Ste20 (ortólogo de RICTOR/Avo3), 

Wat1/Pop3, Sin1 (ortólogo de mSIN1) y Bit61 (ortólogo de PROTOR/PRR5) (Álvarez y Moreno, 

2006; Hayashi et al., 2007; Matsuo et al., 2007) (Figura 1.14).    

Ste20 

Ste20 es una proteína de 147 kDa que  forma parte del complejo TORC2 y regula múltiples 

procesos celulares para controlar el crecimiento celular en respuesta a las señales ambientales 

(Hayashi et al., 2007). El mutante ste20Δ es fenotípicamente similar a tor1Δ, por lo que Ste20 

probablemente sea un componente mayoritario de TORC2. Diversos estudios han sugerido que Tor2 

interacciona físicamente con Ste20 en condiciones de sobreexpresión, lo que sugiere que una pequeña 

proporción de TORC2 podría incluir esta quinasa (Matsuo et al., 2007).  

Sin1 

La proteína de interacción con SAPK1, Sin1, es un componente importante del complejo 

TORC2 ya que es necesaria para su ensamblaje (Jacinto et al., 2006; Yan et al., 2006). La mayoría de 

homólogos de Sin1 contienen tres dominios comunes: la región conservada en el dominio medio 

(CRIM), el dominio de unión a Ras y el dominio de homología a pleckstrina (PH) (Schroder et al., 



 

2007). Sin1 es importante en la interacción con los sustratos del complejo, siendo el dominio CRIM la 

región mínima de Sin1 necesaria para esta función

Bit61 

El gen bit61
+ codifica a

pertenece a la familia HbrB/Bit61, cuyos miembros

et al., 2007). La proteína Bit61 de

masas de proteínas que interactuaban con Tor1

Bit61 son desconocidas hasta el momento.

Figura 1.14. Composición y función de los complejos TORC1 y TORC2 en 

Hall, 2009). 
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Sin1 es importante en la interacción con los sustratos del complejo, siendo el dominio CRIM la 

región mínima de Sin1 necesaria para esta función (Cameron et al., 2011).  

codifica a una proteína de 47 kDa que es componente de TORC2

amilia HbrB/Bit61, cuyos miembros comparten cuatro dominios conservados

Bit61 de S. pombe se identificó mediante un análisis 

de proteínas que interactuaban con Tor1 (Hayashi et al., 2007). Las funciones fisiológicas de 

Bit61 son desconocidas hasta el momento. 
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Tor1 

Tor1 es la quinasa principal del complejo TORC2 en S. pombe. Tor1 no es esencial para el 

crecimiento celular normal, ya que su deleción es viable. Sin embargo, esta proteína se requiere para la 

entrada en fase estacionaria y el desarrollo sexual en el ayuno de nutrientes, para la absorción de 

aminoácidos, y para la supervivencia en diversas condiciones de estrés, tales como alta osmolaridad, 

estrés oxidativo, baja o alta temperatura y bloqueo de la replicación del DNA (Kawai et al., 2001; 

Schonbrun et al., 2009; Weisman et al., 2005). Tor1 también se requiere para el mantenimiento de la 

longitud del telómero del DNA y heterocromatina en los centrómeros y telómeros. Además, Tor1 

promueve la entrada mitótica mediante la regulación de la actividad de Cdc2 (Ikeda et al., 2008; 

Schonbrun et al., 2009). 

1.4.4.2.2. Reguladores de TOR en S. pombe 

1.4.4.2.2.1. Regulación de TORC1 por Tsc1-Tsc2/Rhb1   

En la levadura con fisión, los genes tsc1
+
 y tsc2

+
 fueron identificados como los homólogos 

estructurales de TSC1 y TSC2 en humanos (Matsumoto et al., 2002). Tsc1 y Tsc2 forman un 

heterodímero y promueven la absorción de nutrientes, tales como aminoácidos y nucleótidos, a través 

de la regulación de la localización y la expresión de diversos transportadores (Aspuria y Tamanoi, 

2008; Matsumoto et al., 2002). Tsc1 y Tsc2 también están involucrados en la respuesta celular al 

ayuno de nitrógeno. La interrupción del gen tsc1
+ o tsc2

+ causa un retraso en el arresto de la fase G1 y 

una disminución en la eficacia de conjugación. El análisis de microarrays ha demostrado que la 

interrupción de cualquiera de los genes tsc
+ causa la disminución de la expresión de genes 

involucrados en la respuesta al ayuno de nitrógeno y la diferenciación sexual en condiciones de ayuno 

de nitrógeno, tales como fnx1
+
, mei2

+ y sxa2
+
 (Matsumoto et al., 2002; Murai et al., 2009; Nakase et 

al., 2006). 

Rhb1 es el homólogo funcional de Rheb en células superiores, el cual actúa como activador de 

TORC1. Por otra parte, aunque en la levadura S. cerevisiae también se ha encontrado un homólogo de 

Rheb, RHB1, éste parece no ejercer ningún efecto sobre la regulación de TORC1 (Aspuria y Tamanoi, 

2004). Las células interrumpidas en rhb1
+ no crecen, lo que indica que rhb1

+ es un gen esencial para 

la proliferación celular (Mach et al., 2000; Yang et al., 2001). Curiosamente, la expresión de Rheb 

restablece la proliferación celular en un mutante nulo rhb1∆, lo que sugiere una relación funcional 

entre ambos. Sin embargo, esto no ocurre en S. cerevisiae con RHB1 (Yang et al., 2001). Además, la 

disminución de la expresión de rhb1
+ o la sobreexpresión de mutaciones dominantes negativas en 

Rhb1 causa defectos en el crecimiento, el ciclo celular se detiene en la fase G1 y  las células son 

pequeñas y redondas (Mach et al., 2000; Tabancay et al., 2003; Yang et al., 2001). Estos fenotipos son 

similares a los de las células en condiciones de ayuno de nitrógeno. De hecho, la expresión de fnx1
+ y 
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mei2
+, cuya transcripción es inducida por el ayuno de nitrógeno, se eleva por la represión de la 

expresión de Rhb1 (Mach et al., 2000). Se ha demostrado que Rhb1 interactúa y activa a Tor2 de 

forma dependiente a su estado de unión a GTP, y que el complejo Tsc1/Tsc2 actúa como una GAP 

aguas arriba de Rhb1, regulando negativamente a TORC1 en condiciones de ayuno de nitrógeno.  

La función de la ruta de señalización TSC/Rhb1/TORC1 en la levadura con fisión es muy 

similar a la de las células de mamíferos, la cual desempeña un papel crítico en la regulación de la 

síntesis y el crecimiento de proteínas en eucariotas. Estudios han demostrado que esta ruta en la 

levadura con fisión es inhibida por la rapamicina (Nakashima et al., 2010). Esto es interesante, ya que, 

a diferencia de algunas líneas celulares de mamíferos y la levadura S. cerevisiae, la rapamicina no 

impide la proliferación de las células prototróficas en la levadura con fisión (Kawai et al., 2001; 

Weisman et al., 1997).  

1.4.4.2.2.2. Regulación de TORC2 por Ryh1 

El gen ryh1
+ codifica a una GTPasa de la familia Rab ortóloga a Rab6 en humanos (Tabete et 

al., 2010; Duran et al., 2012). Ryh1 oscila entre una forma activa unida a GTP y una inactiva unida a 

GDP. Este intercambio está regulado a través de sus GEFs activadoras Sat1 y Sat4, y su único 

regulador negativo conocido hasta el momento, la GAP Gyp10 (Figura 1.15) (Tabete et al., 2010). 

Ryh1 localiza principalmente en el aparato de Golgi y regula el tráfico retrógrado desde los endosomas 

hasta el aparato de Golgi, el retículo endoplasmático y la membrana plasmática (He et al.,2006; Li et 

al. 2014; Ma et al., 2010).  

Ryh1 regula positivamente la señalización de la vía TORC2-Gad8. La inactivación de Ryh1, 

TORC2 y Gad8 resulta en fenotipos similares, tales como la sensibilidad a estrés y defectos 

vacuolares, lo que corrobora que regulan los mismos procesos celulares (Tatebe et al., 2010). La falta 

de actividad de Ryh1 o de sus GEFs, Sat1 y Sat4, reduce significativamente la fosforilación 

dependiente de TORC2 de Gad8 en su HM. Sin embargo, la fosforilación mínima de Gad8 que se 

detecta en ausencia de Ryh1 sugiere que TORC2 podría estar regulado por otro activador, 

posiblemente otra GTPasa de la familia Rab (Tatebe et al., 2010). Diversos estudios han demostrado 

que la expresión del mutante constitutivamente activo de Ryh1, Ryh1.Q70L (“GTP-locked”), es 

suficiente para inducir la fosforilación de Gad8, mientras que el mutante dominante negativo 

Ryh1.T25N (“GDP-locked”), ejerce el efecto contrario. Además, en el mutante Ryh1.Q70L se observa 

una mayor interacción entre Gad8 y TORC2, lo que implica que Ryh1 unido a GTP promueve la 

interacción física entre TORC2 y Gad8 (Tatebe et al., 2010).   

La disponibilidad de glucosa regula el estado de activación de TORC2 a través de Ryh1. En 

medio rico de glucosa, Ryh1 unido a GTP induce la fosforilación de Gad8 dependiente de TORC2 

mientras que en condiciones de ayuno de glucosa, Ryh1 se inactiva rápidamente provocando el 



 

apagado de la ruta de señalización TORC2

de Gad8 dependiente de TORC2 se recupera gradualmente 

sugiere la existencia de un activ

negativamente por glucosa (Hatano 

Figura 1.15. Regulación de la señalización de TORC2 a través de la GTPasa Ryh1 (Adaptado de Tabete y 

Shiozaki, 2010). 

1.4.4.2.3. Efectores de TOR en S. pombe

1.4.4.2.3.1. TORC1 

En S. pombe existen tres quinasas de la familia AGC que presentan homología con S6K1 de 

humanos denominadas Psk1, Sck1 y Sck2 (Figura 1.14).

de la célula encontrándose fosforiladas en presencia de nutrientes y desfosfori

ayuno. 

Psk1 

De forma similar al resto de quinasas de la familia AGC, Psk1 presenta tres motivos 

fosforilables característicos (AL, TM y HM) cuya fosforilación es importante para su actividad. En 

particular, la fosforilación en T415 del HM y, posiblemente, en T392 del 

TORC1 tanto in vivo como in vitro

glucosa y glutamina). Por su parte, la fosforilación de Psk1 en el residuo S248 del AL, la cual es clave 

para su actividad quinasa, es dependiente de Ksg1 
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apagado de la ruta de señalización TORC2-Gad8. Curiosamente, en estas condiciones, la fosforilación 

de Gad8 dependiente de TORC2 se recupera gradualmente e independientemente de Ryh1, lo que 

un activador adicional de TORC2, cuya función estaría regulada 

Hatano et al., 2015).  
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necesaria para la fosforilación dependiente de TORC1 de los residuos S235 y S236 de la proteína 

ribosomal S6 (RpS6), la cual esta codificada en esta levadura por dos genes distintos, rpS601
+ y 

rpS602
+ (Nakashima et al., 2010).  

Sck1/2 

Las proteínas Sck1 y Sck2 son homólogas a Sch9 en Saccharomycescerevisiae, que es la diana 

principal de TORC1 y que asocia la señalización nutricional al proceso de crecimiento celular (Urban 

et al., 2007).  

Diversos estudios han demostrado que tanto Sck1 y Sck2 cumplen una función que se solapa 

con Pka1, que es la subunidad catalítica de la proteína quinasa dependiente de cAMP (PKA) (Jin et al., 

1995; Fujita et al., 1998). Se ha propuesto la existencia de una interconexión entre TORC1 y PKA a 

través de Sck1 en la regulación del inicio de la diferenciación sexual (Mudge et al., 2014), aunque esta 

relación sigue siendo desconocida. Recientemente, se ha demostrado que TORC1 promueve la 

actividad de la proteína fosfatasa PP2A-B55 mediante la inhibición de la ruta de Greatwall-

Endosulfine (Ppk18-Igo1 en S. pombe). PP2A-B55 antagoniza la actividad CDK en la fase G2, lo que 

resulta en el aumento del tamaño de las células en esta fase (Chica et al., 2016; Martin et al., 2017). Se 

ha sugerido la implicación de Sck2 en la vía TORC1 y Greatwall-Endosulfine, debido al hecho de que 

la sobreexpresión de Sck2 inhibe la actividad de la quinasa de Greatwall, Ppk18 (Chica et al., 2016). 

También la sobreexpresión de Sck2 conduce a la elongación celular (Weston et al., 2017; Rallis et al., 

2014). 

Otros efectores de TORC1 en S. pombe 

El complejo TORC1 en la levadura Schizosaccharomyces pombe tiene otros sustratos 

conocidos, además de Psk1 y Sck1/2. Estas dianas son las proteínas Gcn2, Ppe1, Mei2 y Maf1. 

1.4.4.2.3.2. TORC2 

 

Gad8 

Gad8 es una serín/treonín proteína quinasa perteneciente a la familia de quinasas AGC, que es 

un sustrato directo del complejo TORC2 (Figura 1.14). La interrupción de Gad8 causa fenotipos 

similares a los de la interrupción de Tor1. En conjunto, Tor1, Ksg1 y Gad8 constituyen un módulo de 

señalización implicado en el desarrollo sexual y el crecimiento celular en condiciones de estrés. 

Además de su papel en la resistencia al estrés celular, la ruta de señalización de TORC2-Gad8 

promueve el inicio de la mitosis y también afecta a la expresión del gen rum1
+ que codifica a un 

inhibidor de la CDK, el cual es esencial para la detención del ciclo celular en la fase G1 después del 

ayuno de nitrógeno (Ikeda et al., 2008). Gad8 presenta tres sitios de fosforilación conservados que son 

importantes para su actividad quinasa, y que son el residuo T387 en el AL, S527 en el TM y S546 en 
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el HM (Newton, 2001; Toker y Newton, 2000). Tor1 es responsable de la fosforilación en S527 y en 

S546, mientras que Ksg1 fosforila a T387 directamente (Matsuo et al., 2003b) (Figura 1.14). En las 

células tor1Δ, se observa una disminución significativa de la fosforilación de Gad8 en S546, así como 

un descenso de su actividad quinasa. La fosforilación de Gad8 en S546 es necesaria para el control del 

arresto celular en la fase G1, la conjugación, la longitud de la célula en división y el tamaño vacuolar, 

pero es prescindible para la remodelación del citoesqueleto de actina así como para la supervivencia 

celular en condiciones de estrés por calor e iones de potasio (Du et al., 2016). Estudios han 

demostrado que no solo Tor1, sino también los otros componentes de TORC2 son necesarios para la 

fosforilación del motivo hidrofóbico de Gad8.  

Estudios recientes han demostrado que la fosforilación de Gad8 en el residuo evolutivamente 

conservado T6 impide la asociación física entre Gad8 y TORC2. La fosforilación de T6, mediada 

posiblemente por PKC, disminuye la fosforilación dependiente de TORC2 de Gad8 en S546, lo que 

produce un aumento en la actividad del complejo ya que se reduce la fosforilación de Tor1en T1972 

(Halova et al., 2013).  Una de las evidencias que apoyan que PKC podría ser la quinasa responsable de 

la fosforilación en T6 es que el aumento en la expresión de Pck2, ortólogo de la PKC, impide la unión 

de Gad8 y el complejo causando una reducción en la fosforilación de Gad8 en S546 (Du et al., 2016). 

Sin embargo, hasta el momento no existen evidencias de una regulación directa de Pck2 sobre T6. La 

fosforilación de Gad8 en T6 es importante para la remodelación del citoesqueleto de actina y para la 

supervivencia celular en presencia de iones de potasio y del calor, de manera independiente al estado 

de fosforilación de Gad8 en S546 (Du et al., 2016).  

Pyp2 

La fosfatasa específica de residuos de tirosina Pyp2 fue identificada, junto a Pyp1, como un 

inhibidor del inicio de la mitosis en S. pombe (Ottilie et al., 1992; Millar et al., 1992). Pyp2 es una de 

las fosfatasas responsables de la desfosforilación de la MAP quinasa Sty1 en el residuo Y173 (Millar 

et al., 1995). Tor1, a través del regulador negativo de la traducción Gcn2, controla los niveles de la 

fosfatasa Pyp2 en respuesta al estrés nutricional o en presencia de rapamicina (Petersen y Nurse, 

2007). El descenso en la actividad de Tor1 produce una disminución en la actividad de Gnc2 lo que 

causa una reducción en los niveles de Pyp2. Como consecuencia, se produce un incremento en la 

fosforilación del motivo de activación de Sty1, la cual fosforila a la Polo quinasa Plo1 en S402 

promoviendo su localización en el corpúsculo polar del huso (SPB) (Petersen y Nurse 2007). Desde el 

SPB, Plo1 controla la activación de Cdc2 promoviendo la entrada en mitosis (Mulvihill et al., 1999; 

MacIver et al., 2003; Petersen y Hagan, 2005). 

1.4.4.2.4. Procesos celulares regulados por TOR en S. pombe 

TORC1 reprime la diferenciación sexual regulando negativamente al factor de transcripción 
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Ste11 y a la proteína de unión a RNA Mei2 (Álvarez y Moreno, 2006; Shinozaki-Yabana et al., 2000). 

Además, también controla la transcripción de genes que cifran proteínas ribosomales, y la síntesis de 

proteínas fosforilando a la proteína ribosomal S6 y al factor de iniciación eIF2, de manera similar a lo 

que ocurre en otros organismos (Álvarez y Moreno, 2006; Nakashima et al., 2010; Valbuena et al., 

2012). 

Por otro lado, en estudios anteriores se pensaba que la fosforilación de la proteína ribosomal 

S6 (Rps6) era específica de TORC1 (Nakashima et al., 2010) y por lo tanto se había utilizado para 

cuantificar la señalización del complejo. Sin embargo, se ha demostrado que Gad8 ejerce un papel en 

la fosforilación de Rps6. Gad8 co-inmunoprecipita con Rps6 y regula su fosforilación. Conjuntamente, 

Psk1 también modula la fosforilación de Rps6, por lo que ambos complejos, TORC1 y TORC2, 

regulan a la proteína ribosomal S6. Dado que Gad8 está fosforilado por TORC2 (Matsuo et al., 

2003b), esto podría significar que el complejo TORC2 en estado activo co-purifica con ribosomas 

(Zinzalla et al., 2011), lo cual plantea la posibilidad de que Gad8 también puede ser fosforilado por 

TORC2 en los ribosomas. 

El complejo TORC2 regula la reorganización del citoesqueleto, la diferenciación sexual y la 

supervivencia celular en condiciones de estrés. TORC2 fosforila los motivos de giro e hidrofóbico de 

la proteína quinasa de la familia AGC Gad8 (Ikeda et al., 2008; Matsuo et al., 2003a). Curiosamente, 

Gad8 retrofosforila a Tor1 (TORC2) en el residuo de Thr1972, reduciendo su actividad (Halova et al., 

2013). La actividad del complejo TORC2 es regulada positivamente por Ryh1 (Tatebe et al., 2010). 

Sin embargo, la falta de Ryh1 no afecta a la actividad quinasa intrínseca de Tor1, aunque la sobre-

expresión de una versión de Ryh1 constitutivamente activa promueve la interacción entre TORC2 y 

Gad8. Estos resultados sugieren que Ryh1 estimula la señalización aguas abajo del complejo TORC2 

favoreciendo la interacción con sus sustratos (Tatebe et al., 2010).  

Además, el complejo TORC2 es importante para el mantenimiento de la estabilidad genética 

durante la fase S del ciclo celular (Schonbrun et al., 2013), y la supervivencia celular en condiciones 

de daño en el DNA (Schonbrun et al., 2009).  

Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que el complejo TORC2 no fosforila in vivo  a 

Pck2, pero favorece su síntesis de novo durante el crecimiento celular y en respuesta a estrés, siendo 

este necesario para permitir la activación de Pmk1 en S. pombe en respuesta a estímulos ambientales 

específicos, tales como el daño en la pared celular o ayuno de glucosa (Madrid et al., 2015).   

 

 

 

 



 

1.5.  Metabolismo de F

Los fosfolípidos que contienen inositol (fosfatidilinositoles) se encuentran en todos los 

eucariotas y constituyen 2-8% de los fosfolípidos celulares totales. El fosfatidilinositol (PtdIns) se 

sintetiza en el retículo endoplasmático y representa más del 80

(Majerus, 1992).  

Figura 1.16. Esquema general del metabolismo de fosfoinosítidos.

Los fosfoinosítidos desempeñan un papel crucial en una gran variedad de procesos celulares 

incluyendo la señalización celular, el crecimiento celular, el tráfico de membranas, la transcripción y 

la organización del citoesqueleto de actina 

et al., 2001; Yin y Janmey, 2003

fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP

primero se produce la fosforilación d

(PI4P) mediante la acción de la fosfatidili

fosfatidilinositol 4-fosfato 5-quinasa (

(Fruman et al., 1998; Odorizzi et al.

dos segundos mensajeros esenciales, IP

mamífero, IP3 se une a receptores específicos e induce la liberación de calcio intracelular que está 

acumulado, mientras que el DAG activa 

directamente implicado en el mantenimiento de la organización del citoesqueleto de actina y en la 

endocitosis y el reciclado de vesículas sinápticas 
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Fosfoinosítidos en Schizosaccharomyces pombe

Los fosfolípidos que contienen inositol (fosfatidilinositoles) se encuentran en todos los 

8% de los fosfolípidos celulares totales. El fosfatidilinositol (PtdIns) se 

sintetiza en el retículo endoplasmático y representa más del 80% de los fosfatidilinositoles totales 

Figura 1.16. Esquema general del metabolismo de fosfoinosítidos. 

Los fosfoinosítidos desempeñan un papel crucial en una gran variedad de procesos celulares 

incluyendo la señalización celular, el crecimiento celular, el tráfico de membranas, la transcripción y 

la organización del citoesqueleto de actina (Majerus, 1992; Martin y Hall, 2005; Roth, 2004

Janmey, 2003). Tanto en levaduras como en mamíferos, el

bisfosfato (PIP2)  se sintetiza a través de una fosforilación

primero se produce la fosforilación del fosfatidilinositol (PI) generando fosfatidilinositol 4

fosfatidilinositol 4-quinasa (PI4K), para después ser 

quinasa (PIP5K)  generando fosfatidilinositol 4,5

et al., 2000).  A continuación, la fosfolipasa C hidroliza a PIP

mensajeros esenciales, IP3 y DAG (Berridge y Irvine, 1984) (Figura 1.16

se une a receptores específicos e induce la liberación de calcio intracelular que está 

acumulado, mientras que el DAG activa a la PKC. Además, estudios han demostrado que PIP

implicado en el mantenimiento de la organización del citoesqueleto de actina y en la 
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también se une a proteínas con dominios de homología de pleckstrina (PH), tales como pleckstrina o 

todas las isoenzimas de fosfolipasa C (Homma et al., 1998; Zhang et al., 2000). Además, el 

fosfatidilinositol y sus metabolitos fosforilados también juegan un papel importante en la regulación 

del tráfico de membrana (Desrivieres et al., 1998). 

El gen esencial its3
+ codifica la fosfatidilinositol 4-fosfato 5-quinasa (PIP5K), encargada de la 

producción de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) en S. pombe (Zhang et al., 2000). Diversos 

estudios han demostrado que Its3 es necesaria también para la síntesis de PIP3 (Mitra et al., 2004). De 

manera similar a su homólogo Mss4 en S. cerevisiae, una mutación en Its3 provoca la desorganización 

del citoesqueleto de actina y una morfología celular aberrante (Desrivieres et al., 1998; Honma et al., 

2006; Zhang et al., 2000).  

1.6.  Las Rutas de MAP Quinasas 

Todos los seres vivos desarrollan mecanismos para detectar y responder a las alteraciones que 

se producen en el medio que les rodea. El estudio de las rutas de señalización implicadas en la 

detección y respuesta frente a esos cambios es esencial para comprender cómo 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 conservación en todos los organismos eucariotas. Juegan un 

papel clave en la transducción de señales generadas en la superficie celular y su transmisión hasta el 

núcleo, donde se producirán los cambios necesarios en la expresión génica que permitirán la 

adaptación celular frente a las nuevas condiciones ambientales (Marshall, 1995). 

1.6.1. Organización de las rutas de MAP quinasas 

Los principales componentes implicados en la señalización por medio de las rutas de MAP 

quinasas se organizan en rutas fuertemente conservadas tal y como se describe a continuación: 

1.6.1.1. Sensores 

Dependiendo del estímulo recibido los receptores de la señal pueden ser proteínas 

transmembranales acopladas a proteínas G, sistemas de regulación de dos componentes, receptores 

tirosina quinasa, o proteínas integrales de membrana. En levaduras se han identificado representantes 

de  todos los grupos citados a excepción de los receptores del tipo tirosina quinasa. 

 

1.6.1.2. Módulo de MAP Quinasas 

Está compuesto por tres proteínas quinasas, la MAPK quinasa quinasa (MAPKKK), la MAPK 

quinasa (MAPKK), y la MAP quinasa (MAPK), que mantienen un alto grado de conservación 

evolutiva y cuya estructura básica es muy similar. En respuesta al estímulo, la MAPKKK es 
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normalmente activada por fosforilación dependiente de quinasas o proteínas de la familia Rho o Ras, 

aunque también puede activarse por oligomerización o relocalización subcelular (Figura 1.17). 

Una vez activada, la MAPKKK fosforila y activa al segundo elemento del módulo, la 

MAPKK (MEK) en residuos de treonina o serina. Por último, la MAPKK reconoce y fosforila 

dualmente a la MAPK en residuos conservados de treonina y tirosina (Figura 1.17) (Songyang et al., 

1996). 

1.6.1.3. Efectores de MAP Quinasas  

Los principales efectores de las MAPKs son factores de transcripción (Hill y Treisman, 1995; 

Treisman, 1996), aunque también se han identificado otros tipos de dianas como proteínas reguladoras 

de ciclo celular, chaperonas, proteínas del citoesqueleto, proteínas de unión a RNA, y una amplia 

variedad de sustratos citoplasmáticos. 

1.6.1.4. Reguladores de MAP Quinasas 

Una de las principales características de la respuesta de las rutas de MAP quinasas frente al 

estrés es su elevado grado de plasticidad y especificidad, y que viene determinado por distintos 

mecanismos. El más importante es la interacción física secuencial entre los distintos miembros de una 

ruta, aunque también existen proteínas adaptadoras que agrupan los tres componentes de la cascada en 

un módulo específico. Además, la localización subcelular diferencial de los componentes de la ruta 

también modula su función, constituyendo otro mecanismo esencial de regulación de su actividad 

biológica (Paul et al., 1997). 

Por otra parte, 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 duración e intensidad de 

la señal (Karin y Hunter, 1995). Los principales reguladores negativos son las fosfatasas de MAP 

quinasas (MAKPs), que pueden presentar especificidad dual o desfosforilar específicamente residuos 

de tirosina (fosfatasas de tirosina), o de serina y treonina (fosfatasas de serina y treonina) (Farooq y 

Zhou, 2004). 

1.6.2. Mecanismos de regulación de la fosforilación dual de las MAP quinasas 

Las MAP quinasas poseen una característica única, y que consiste en que su activación por la 

MAPK quinasa implica la fosforilación dual en residuos de treonina y tirosina del motivo de 

activación Thr-X-Tyr, donde X puede ser prolina, glicina, o ácido glutámico, según la familia de 

MAPK de que se trate. De hecho, distintas evidencias apoyan el “dogma” de que la fosforilación dual 

de las MAPKs es un requisito indispensable para su activación. Así, distintos estudios realizados con 

MAPKs humanas (ERK1/2, p-38) demostraron que la mutación de uno de los dos fosfoaceptores 

reducía drásticamente su actividad catalítica (Enslen et al., 2000; Robbins et al., 1993). Sin embargo, 

otros trabajos han sugerido la posibilidad de que la fosforilación de los dos fosfoaceptores del motivo 
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A continuación se procederá a una descripción exhaustiva de las rutas SAPK y de integridad 

celular en S. pombe, ya que constituyen la base experimental de la presente Tesis Doctoral. 

1.6.4. 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 función provoca graves defectos en el control del ciclo celular y en la 

respuesta general de la levadura frente a distintas situaciones de estrés (George et al., 2007; Millar et 

al., 1995; Shiozaki y Russell, 1995a; Shiozaki y Russell, 1995b; Soto et al., 2002; Warbrick y Fantes, 

1991). El elemento central de la ruta SAPK es la MAPK Sty1, también denominada Spc1 o Phh1 

(Kato et al., 1996; Millar et al., 1995; Shiozaki y Russell, 1995a; Shiozaki y Russell, 1995b). Los 

principales componentes de esta ruta se escriben a continuación (Figura 1.19). 

1.6.4.1. Sensores  

En la actualidad se desconocen los sensores implicados en la detección y señalización de la 

mayoría de los estreses que activan la ruta SAPK, excepto en el estrés oxidativo inducido por H2O2, en 

cuyo caso la señal es transmitida a través de una variante del sistema de dos componentes bacteriano. 

Se trata de un sistema fosfotransferasa compuesto por dos histidín quinasas (Mak2 y Mak3), la 

proteína Mpr1/Spy1 (transmisora de grupos fosfato a través de histidinas), y el regulador de respuesta 

Mcs4 (Quinn et al., 2002; Shieh et al., 1997; Shiozaki y Russell, 1995a) (Figura 1.19). En respuesta a 

H2O2, Mak2 y Mak3 se autofosforilan, y por medio de la proteína Mpr1 se transfiere el grupo fosfato 

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

pombe posee un segundo regulador de respuesta llamado Prr1, el cual actúa como un factor de 

transcripción y regula directamente la respuesta a estrés oxidativo independientemente de Sty1. 

Además, Prr1 juega un importante papel en la viabilidad celular en respuesta a estrés oxidativo a 

diferentes concentraciones (Ohmiya et al., 1999; Shieh et al., 1997).   

En el caso del estrés térmico o en presencia de arsenito la activación del ruta es provocada por 

la inhibición de la fosfatasa de tirosina Pyp1, que desactiva a la MAPK Sty1 (Hartmuth y Petersen, 

2009; Nguyen y Shiozaki, 1999; Petersen y Nurse, 2007; Rodriguez-Gabriel y Russell, 2005). 

1.6.4.2. Regulador de respuesta Mcs4 

Mcs4 es una proteína de 522 aminoácidos que contiene un dominio receptor característico con 

un residuo de aspartato altamente conservado (Buck et al., 2001; Cottarel, 1997). Mcs4 está implicado 

en la detección de estrés oxidativo y su transmisión a través del sistema de dos componentes (Santos y 

Shiozaki, 2001), aunque su presencia es necesaria para la activación de Sty1 en respuesta a cualquier 

tipo de estrés (Buck et al., 2001; Soto et al., 2002). Mcs4 también ha sido implicado en la regulación 

del ciclo celular, ya que los mutantes de este gen presentan una entrada tardía en la fase M (Aoyama et 
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al., 2001; Aoyama et al., 2000; Bahn, 2008; Santos y Shiozaki, 2001). Además, se ha demostrado que 

los mutantes de este gen son estériles, lo cual indica que Mcs4 es esencial para el desarrollo sexual 

(Nakamichi et al., 2002). Mcs4 interacciona físicamente con Mpr1, Tdh1, y las MAPKKKs de la ruta 

SAPK Wak1 y Win1. Recientemente se ha demostrado que aunque Mcs4 es el único regulador de 

respuesta de la ruta SAPK, muestra una función dual en la señalización durante estrés. Por una parte 

recibe el estrés oxidativo originado por peróxido a través del sistema de multicomponentes 

Mak2/Mak3-Mpr1 para finalmente activar a Wis4 y Win1. Por otra parte, debe estabilizar el complejo 

hetoromérico que se forma entre las MAPKKKs, cuya integridad promueve la interacción física con la 

MAPKK Wis1 y, con ello permitir la activación de la MAPK Sty1. Por lo tanto, el complejo Mcs4-

MAPKKKs parece actuar como una plataforma estabilizadora que modula la correcta señalización a 

través de la ruta SAPK en respuesta a estrés (Morigasaki y Shiozaki, 2013) 

1.6.4.3. Módulo de MAP Quinasas 

1.6.4.3.1. MAPKK quinasa Wak1 y Win1 

Wak1 (también conocida como Wis4 o Wik1) y Win1 son las dos MAPKKKs que forman 

parte del módulo de la ruta SAPK en S. pombe. En respuesta a estrés, Mcs4 se une y activa a Wak1 y 

Win1, que a su vez fosforilan a la MAPKK Wis1, y ésta a Sty1 (Morigasaki y Shiozaki, 2013; 

Samejima et al., 1997; Shieh et al., 1997) (Figura 1.19). Curiosamente, en determinadas situaciones 

(bajos niveles de peróxido de hidrógeno, estrés osmótico, o respuesta a bajas temperaturas) no es 

necesaria la participación simultánea de ambas MAPKKs para la activación de la ruta (Quinn et al., 

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

1.6.4.3.2. MAPK quinasa Wis1 

Wis1 es esencial para la activación de la ruta SAPK en la respuesta a todos los estímulos 

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). Wis1 se une y fosforila a 

Sty1 en el citoplasma  en respuesta a estrés, lo que permite la activación y posterior translocación al 

núcleo de la MAPK (Nguyen et al., 2002). 

1.6.4.3.3. MAP quinasa Sty1 

El elemento central de la ruta SAPK es la MAP quinasa Sty1/Spc1/Phh1 (Kato et al., 1996; 

Millar et al., 1995; Shiozaki y Russell, 1995a). La forma fosforilada de Wis1 se asocia y fosforila a 

Sty1 en sendos residuos de treonina (Thr-171) y tirosina (Tyr-173) del motivo conservado -TGY- 

(treonina-glicina-tirosina) en respuesta a distintas condiciones ambientales adversas, como el estrés 

osmótico, choque térmico, estrés oxidativo, estrés por bajas temperaturas, o limitación de glucosa y/o 

nitrógeno(Degols y Russell, 1997; Degols et al., 1996; George et al., 2007; Millar et al., 1995; Quinn 

et al., 2002; Rodriguez-Gabriel y Russell, 2005; Shiozaki y Russell, 1995a; Shiozaki y Russell, 1996; 
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Soto et al., 2002; Soto et al., 2007) (Figura 1.19). 

Una vez fosforilada, Sty1 se transloca al núcleo, donde actúa sobre efectores específicos (Gaits 

et al., 1998). La activación de Sty1 es transitoria y la cinética e intensidad de su respuesta depende de 

la naturaleza y magnitud del estímulo recibido (Figura 1.19). 

1.6.4.3.4. Efectores de la ruta SAPK 

Uno de los principales efectores de la ruta SAPK es el factor de transcripción Atf1. Atf1 es 

una proteína con un dominio bZIP de unión a motivos CRE (“cAMP-Response Element”) que 

presenta homología con ATF-2 de células superiores. Su ausencia provoca en S. pombe defectos 

durante la diferenciación sexual y una sensibilidad moderada frente al estrés oxidativo y osmótico, de 

manera análoga al mutante sty1∆. Una vez entra en el núcleo, la forma activa de Sty1 se asocia y 

fosforila a Atf1 (Shiozaki y Russell, 1996). Una vez fosforilado, Atf1 regula la expresión de los genes 

necesarios para la respuesta adaptativa de S. pombe frente a diferentes tipos de estrés, así como la 

entrada en meiosis (Figura 1.19), y que constituyen la denominada “CERS” (“Core Enviromental 

Stress Response”) (Chen y Thorner, 2007). Además, se ha descrito que la fosforilación de Atf1 por 

Sty1 tiene como finalidad aumentar la estabilidad del factor de transcripción (Lawrence et al., 2007). 

Atf1 se encuentra en el núcleo formando heterodímeros con otro factor transcripcional denominado 

Pcr1. Curiosamente, la presencia de Pcr1 no es necesaria para la expresión de la mayoría de los genes 

dependientes de Atf1 en respuesta a estrés (Lawrence et al., 2007).    

Otros efectores relevantes de la ruta SAPK y de Sty1 incluyen distintas proteínas de unión a 

RNA (Csx1, Upf1, Cip1 y Cip2), factores reguladores de la traducción (eIF2α, eEF2, eIF3a) y distintas 

proteínas quinasas (Cmk2, Srk1 y Plo1) (Perez y Cansado, 2010). 

1.6.4.4. Reguladores negativos de la ruta SAPK 

La regulación de la magnitud y duración de la activación de las MAP quinasas es crucial para 

permitir una respuesta adecuada frente a los estímulos ambientales (Dube y Tremblay, 2005). 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). 

En S. pombe las fosfatasas de tirosina Pyp1 y Pyp2, y las fosfatasas de serina y treonina Ptc1 y 

Ptc3 desfosforilan a Sty1 in vivo (Figura 1.19). Pmp1, la única fosfatasa de especificidad dual 

existente en este organismo solamente regula negativamente a Pmk1, la MAPK de la ruta de 

integridad celular (Madrid et al., 2007; Sugiura et al., 1998). Pyp1 y Pyp2 presentan localización 

núcleo-citoplasmática tanto en crecimiento vegetativo como en situaciones de estrés (Gaits y Russell, 
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térmico, donde el aumento de la actividad de Sty1 es resultado de la inhibición temporal de la unión de 

Pyp1, la acción de Ptc1 y Ptc3 permite recuperar el nivel basal de fosforilación de la MAP quinasa 

(Nguyen y Shiozaki, 1999). 

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

Esta ruta, cuyo elemento central es la MAP quinasa Pmk1/Spm1, es esencial para el control de 

la integridad celular en S. pombe, participando en procesos como la construcción y mantenimiento de 

la pared celular, la citocinesis, la morfogénesis, la fusión de vacuolas durante el estrés hipotónico, y la 

homeostasis iónica (Loewith et al., 2000; Madrid et al., 2006; Sugiura et al., 1999; Toda et al., 1996; 

Zaitsevskaya-Carter y Cooper, 1997). La ausencia Pmk1 o de alguno de los componentes del módulo 

de MAPK provoca en S. pombe defectos severos durante la citocinesis (multiseptación) o la fusión de 

vacuolas, hipersensibilidad frente al estrés osmótico, y a daños en la pared celular (Loewith et al., 

2000; Sengar et al., 1997; Sugiura et al., 1999; Toda et al., 1996; Zaitsevskaya-Carter y Cooper, 1997). 

A continuación se describen los principales componentes de esta ruta de señalización y su relevancia 

biológica. 

1.6.5.1. Sensores 

Actualmente se desconoce la identidad del sensor o sensores responsables en S. pombe de la 

detección y transmisión de señales hacia la ruta de integridad celular. En S. cerevisiae las proteínas 

transmembranales Wsc1, Mid2, y Mlt1 actúan como sensores principales de la ruta de integridad 

celular (Levin, 2005). S. pombe posee dos sensores homólogos a los citados, denominados Wsc1 y 

Mlt2. Wsc1 localiza en los sitios de crecimiento activo y en el septo de división, mientras que Mlt2 

localiza en la periferia celular. Un reciente estudio ha puesto de manifiesto que ambas proteínas 

activan a la GTPasa Rho1, y que la sobreexpresión de Rho1 suprime la letalidad provocada por la 

doble deleción de Wsc1 y Mlt2 (Cruz et al., 2013). La presencia de Mlt2 es necesaria para la 

supervivencia celular frente a diversos estreses, mientras que la sobreexpresión de Msc1 activa la 

biosíntesis de pared celular. Sin embargo, aunque Wsc1 y Mlt2 regulan el ensamblaje de la pared 

celular a través de Rho1, lo hacen independientemente de la ruta de integridad celular, cuya actividad 

no se ve afectada en mutantes wsc1Δ y mlt2Δ (Cruz et al., 2013).  

1.6.5.2. Reguladores aguas arriba del módulo de MAP quinasas 

1.6.5.2.1. Las GTPasas Rho1 y Rho2 y los ortólogos de PKC Pck1 y Pck2 

Las GTPasas Rho son reguladores fundamentales de la dinámica del citoesqueleto de actina, el 

ciclo celular, la expresión génica, el tráfico de vesículas y la polaridad celular (Cook et al., 2014; Hall, 

2012; Ridley, 2015). La mayoría de las Rho GTPasas ciclan entre una conformación activa unida a 

GTP, que interactúa con los efectores aguas abajo, y una conformación inactiva unida a GDP. El 
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intercambio de GDP a GTP inducido por los factores de intercambio de nucleótidos de guanina 

(GEFs) promueve su activación, mientras que la hidrólisis de GTP a GDP es favorecida por proteínas 

activadoras de la GTPasa (GAP) (Rossman et al., 2005). Además de su papel clásico como moléculas 

de transducción de señales ligadas a la membrana, recientemente se ha demostrado que las GTPasas 

Rho y sus GEFs también se localizan en el núcleo, lo que sugiere que una parte relevante de los 

mecanismos están ligados a este compartimento celular (Rajakyla y Vartiainen, 2014; Weston et al., 

2012).  

En 2006 Ma y colaboradores demostraron que la GTPasa Rho2 y Pck2 actúan aguas arriba de 

la cascada de MAP quinasas de integridad celular en S. pombe (Ma et al., 2006) (Figura 1.20). Rho2 

no es una proteína esencial, aunque el mutante nulo rho2∆ presenta algunos defectos estructurales en 

la pared celular (Calonge et al., 2000; Hirata et al., 1998).  Rho2 es farnesilado in vivo en el residuo de 

cisteína-197 del motivo -CAAX por la farnesiltransferasa Cpp1, permitiendo su anclaje a la membrana 

plasmática y la correcta activación de la ruta de integridad (Ma et al., 2006).  Recientemente nuestro 

grupo ha demostrado que el residuo de cisteína-196 de Rho2 se encuentra además palmitoilado in vivo, 

y que dicha modificación reversible es esencial para que la GTPasa pueda ejercer sus funciones 

biológicas (Sanchez-Mir et al., 2014a). Mediante estudios de microscopía y fraccionamiento 

subcelular en gradientes de densidad hemos confirmado que la localización de Rho2 en la membrana 

plasmática está fuertemente alterada en mutantes que expresan una versión no palmitoilable de la 

GTPasa, redistribuyéndose hacia estructuras endomembranosas (Golgi, endosomas,…). Además, los 

mutantes no palmitoilables de Rho2 son incapaces de regular correctamente la construcción de la 

pared celular y de transmitir la señal de activación hacia Pmk1 en respuesta a distintos estreses. Ello 

confirma la existencia de un modelo no-compartimentalizado por el que Rho2 controla ambos 

procesos exclusivamente desde la membrana plasmática (Sanchez-Mir et al., 2014a). Por otra parte, la 

sobreexpresión de rho2
+ en S. pombe provoca la despolarización de actina, y un aumento en la 

cantidad de α-glucano en la pared celular (Calonge et al., 2000; Hirata et al., 1998). La letalidad 

asociada a la sobreexpresión de Rho2 es consecuencia de la hiperactivación de la ruta de integridad 

celular, ya que se suprime tras la interrupción de pck2
+ o de alguno de los componentes del módulo de 

MAP quinasas. Por lo tanto, Rho2 regula positivamente la activación del módulo Mkh1-Pek1-Pmk1 

fundamentalmente por medio de Pck2 (Ma et al., 2006) (Figura 1.20). 

En S. pombe, la GTPasa esencial Rho1 es un homólogo funcional de RhoA humano y de Rho1 

en S. cerevisiae (Nakano et al., 1997). Rho1 es un activador directo de la (1,3) -β-D-glucano sintasa, 

siendo este enzima responsable principal de la síntesis de glucano de la pared celular en S. pombe. La 

actividad de Rho1 está regulada por tres GEFs, Rgf1, Rgf2 y Rgf3 (Garcia et al., 2009a; Mutoh et al., 

2005). Entre ellos, Rgf1 es el más prominente, ya que activa a Rho1 durante el crecimiento polarizado 

y es necesario para la correcta reorganización de la actina mientras se produce la transición de 

crecimiento monopolar a bipolar durante la fase NETO (New End Take Off) (Garcia et al., 2006a; 
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Garcia et al., 2006b). Tanto Rho1 como Rho2 en su forma activa (unidos a GTP) interaccionan in vivo 

con los dos ortólogos a PKC Pck1 y Pck2 (Arellano et al., 1999; Villar-Tajadura et al., 2008b). 

Estudios previos habían propuesto que Rho1 podría actuar como activador alternativo de la ruta de 

integridad celular en S. pombe debido por una parte a su capacidad de suprimir algunos fenotipos 

asociados a la falta de Rho2, y, por otra, a la existencia de cierta activación de Pmk1 en ausencia de 

Rho2 o Pck2 (Barba et al., 2008). Además, también se había descrito que Rgf1 regula la activación de 

Pmk1 por medio Rho1 (Garcia et al., 2009b). En efecto, nuestro grupo ha confirmado recientemente 

que Rho1 y Pck1, el segundo ortólogo a PCK, regulan la ruta de Pmk1 de forma aditiva y/o alternativa 

a Rho2 y Pck2. Mediante el empleo de un mutante que expresa un alelo hipomórfico de Rho1 (Rho1-

596) hemos demostrado que Rho1 y Rho2 regulan independientemente a Pck2 para mantener la 

actividad basal de Pmk1 durante el crecimiento vegetativo (Viana et al., 2013). Según este modelo  

Pck1 regularía la actividad de Pmk1 asociándose con Mkh1 (la MAPKKK de la ruta), y actuando 

como diana específica de Rho1 únicamente en respuesta al daño en la pared celular (Sanchez-Mir et 

al., 2014b; Viana et al., 2013). Esta observación fue totalmente inesperada ya que evidencias genéticas 

y bioquímicas obtenidas previamente sugerían que Pck1 participaba en el control de la integridad 

celular en paralelo al complejo Rho2-Pck2-Pmk1 (Ma et al., 2006), o como regulador negativo de 

dicha ruta (Barba et al., 2008). 

Curiosamente, la activación de la ruta de integridad celular en respuesta a la limitación de 

glucosa tiene lugar a través de Pck2 por medio de un mecanismo desconocido que es independiente de 

la actividad de Rho1 y/o Rho2 (Madrid et al., 2013).  

En conjunto, todas estas observaciones revelan la existencia de un complejo entramado 

molecular formado por Rho1, Rho2, Pck1 y Pck2, y que actúa aguas arriba de la ruta de integridad 

celular en S. pombe para regular su actividad y/o activación de manera precisa dependiendo del tipo de 

estímulo.  

1.6.5.3. Módulo de MAP Quinasas 

El módulo de MAP quinasas de la ruta de integridad celular está formado por la MAPKK 

quinasa Mkh1, la MAPK quinasa Pek1/Skh1 y la MAP quinasa Pmk1/Spm1. En respuesta a distintos 

estímulos externos se produce la fosforilación secuencial de los distintos componentes del módulo 

(Figura 1.20). 

1.6.5.3.1. MAPKK quinasa Mkh1 

Mkh1 (“Mek Kinase Homolog 1”) fue identificada como la MAPKKK de la ruta de integridad 

en S. pombe gracias a su alto grado de identidad con la MAPKKK BCK1 de S. cerevisiae, y a que su 

ausencia provoca los mismos fenotipos que la falta Pek1 o Pmk1 (Madrid et al., 2006; Sengar et al., 

1997). Mkh1 es fosforilada ocasionalmente por Pck1 (daño en la pared celular),y fundamentalmente 
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 Figura 1.20. La ruta de MAP quinasas de integridad celular en 

1.6.5.3.2. MAPK quinasa Pek1

El gen pek1
+ (“pombe mEK 1

MAPK quinasa de la ruta de integridad 

las MAPK quinasas de la ruta análoga en 
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Pck2, transmitiendo la señal de activación al resto de componentes del módulo mediante su 
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Figura 1.20. La ruta de MAP quinasas de integridad celular en S. pombe. 
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MAPK quinasa de la ruta de integridad celular, y muestra un 46% de identidad con MKK1 y MKK2, 
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Pek1 es fosforilada y activada por Mkh1 en respuesta a los distintos  estímulos activadores de 

(Figura 1.20). Cabe destacar que en células no estresadas

Introducción 

Pck2, transmitiendo la señal de activación al resto de componentes del módulo mediante su 

con la MAPKK Pek1 y la MAPK Pmk1, formando un complejo ternario (Loewith 

codifica en S. pombe la única 

un 46% de identidad con MKK1 y MKK2, 

Pek1 es fosforilada y activada por Mkh1 en respuesta a los distintos  estímulos activadores de 

). Cabe destacar que en células no estresadas la forma 



Introducción 

67 
 

inactiva de Pek1 se une a Pmk1, actuando como un inhibidor de la señalización. Esta función dual de 

Pek1 según su estado de fosforilación le permite actuar como un interruptor molecular dando lugar a 

una respuesta del tipo “todo o nada” (Sugiura et al., 1999) (Figura 1.20). 

1.6.5.3.3. MAP quinasa Pmk1 

La MAPK Pmk1/Spm1 (“S. pombe MAP kinase 1”) fue caracterizada como un homólogo 

estructural de MPK1/SLT2 de S. cerevisiae, y constituye el elemento central de la ruta de integridad 

celular en S. pombe (Sengar et al., 1997; Toda et al., 1996). Pmk1 es fosforilada de manera dual por 

Pek1 en dos residuos conservados de treonina y tirosina en las posiciones 186 y 188 de motivo de 

activación –TEY- (Loewith et al., 2000; Madrid et al., 2006; Sugiura et al., 1999). La activación de 

Pmk1 es completamente dependiente de Mkh1 y Pek1, indicando que se trata de un módulo de 

transmisión lineal no ramificado (Figura 1.20) (Madrid et al., 2006). 

Pmk1 es ortóloga a las MAPKs humanas ERK1 y ERK2 que forman parte de la cascada 

clásica de quinasas activadas por mitógenos, y que se activan en respuesta a factores de crecimiento, 

ésteres de forbol, y en menor medida por estrés osmótico o citoquinas (Schaeffer y Weber, 1999). 

Aunque inicialmente se creía que Pmk1 se activaba únicamente en respuesta a temperaturas elevadas o 

tras el tratamiento con cloruro sódico, nuestro grupo ha descrito que también se activa en respuesta a 

distintas situaciones adversas, como el estrés hiper- e hipo-osmótico, el ayuno de glucosa, el daño a la 

pared celular inducido con caspofungina (una equinocandina que inhibe la actividad de las β-glucan 

sintasas de la pared celular), y el estrés oxidativo mediado por hidroperóxidos o agentes pro-oxidantes 

(Figura 1.20) (Barba et al., 2008; Madrid et al., 2006; Soto et al., 2007). Los mutantes de S. pombe 

carentes de Pmk1 son sensibles a la mayoría de los estreses que inducen su activación, por lo que su 

función es necesaria para la adaptación y supervivencia celulares frente a tales condiciones. 

Tal como se ha comentado anteriormente, y a diferencia del modelo de S. cerevisiae, los 

elementos que actúan aguas arriba del módulo de MAP quinasas y Pmk1 pueden actuar o no como 

reguladores de la ruta dependiendo del tipo de estrés (Barba et al., 2008; Sanchez-Mir et al., 2014b). 

Así, mientras que la activación de Pmk1 inducida por los estreses hipo- e hipertónico depende 

totalmente de la señalización mediada por Rho2-Pck2 (Figura 1.20), la activación durante la 

separación celular o el tratamiento con peróxido de hidrógeno es completamente independiente de 

ambas proteínas (Figura 1.20) (Barba et al., 2008; Madrid et al., 2013). Otros estreses, como el ayuno 

de glucosa o el daño de la pared celular pueden ser canalizados a través de Pck2 o por medio de rutas 

alternativas que implican a Rho1 y/o Pck1 (Figura 1.20) (Barba et al., 2008; Madrid et al., 2013; 

Sanchez-Mir et al., 2014b).  

Mkh1 (MAPKKK) y Pek1 (MAPKK) son proteínas esencialmente citoplasmáticas, aunque 

también localizan en el septo durante la citocinesis. Sin embargo Pmk1 (MAPK) presenta localización 

núcleo/citoplasmática, así como en el huso mitótico, el corpúsculo polar del huso (SPB), y el septo 
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(Madrid et al., 2007). Contrariamente al modelo descrito para ERK1/2 en mamíferos, la localización 

de Pmk1 no se modifica en respuesta a estrés ni en ausencia de Mkh1 ni Pek1, lo que sugiere que su 

activación tiene lugar en el citoplasma y/o septo, y que tanto las formas activa como inactiva de la 

MAPK son capaces de translocarse al núcleo (Madrid et al., 2007). Nuestro grupo ha analizado la 

relevancia biológica de la localización nuclear de Pmk1 mediante la obtención de un mutante que 

expresa una versión de la MAP quinasa anclada a la membrana plasmática y excluida 

constitutivamente del núcleo. Los resultados obtenidos indicaron que la exclusión nuclear de Pmk1 no 

afectó significativamente a su función reguladora de la homeostasis iónica, activación de Pmk1 

inducida por estrés, la fusión de vacuolas, o citoquinesis, ya que todos estos procesos se ejecutaron de 

forma similar tanto en células control como en aquellas que expresan la versión de la proteína anclada 

en la membrana plasmática (Sanchez-Mir et al., 2012). Por el contrario, Pmk1 presente en el núcleo 

regula el mantenimiento de la integridad celular en S. pombe fundamentalmente a nivel 

transcripcional. Adicionalmente, la regulación negativa de Pmk1 a nivel nuclear es realizada por 

fosfatasas específicas inducidas por la ruta SAPK (ver a continuación), lo que condiciona su actividad 

a nivel extranuclear (Sanchez-Mir et al., 2012). Estos resultados sugieren que el control de la actividad 

de Pmk1 a nivel espacial determina en gran medida sus funciones biológicas. 

1.6.5.4. Efectores de la ruta de integridad celular 

1.6.5.4.1. Proteínas de unión a RNA: Rnc1 y Nrd1 

Rnc1 (“RNA-binding protein that supresses calcineurin deletion 1”), participa en la regulación 

de Pmp1, la fosfatasa dual específica de Pmk1, uniéndose a su RNA mensajero y estabilizándolo 

(Sugiura et al., 2003). Pmk1 en su estado activo fosforila a Rnc1, que su vez estabiliza a Pmp1. Es 

decir, Rnc1 regula negativamente la actividad de Pmk1 por medio de Pmp1 (Sugiura et al., 2003; 

Sugiura et al., 1998) (Figura 1.20). 

Nrd1 regula la citocinesis mediante la unión y estabilización del RNA mensajero del gen 

cdc4
+ (cadena ligera de la miosina II). Pmk1 en su forma activa se une y fosforila a Nrd1, impidiendo 

su unión al RNAm de cdc4
+, lo que promueve su desestabilización (Satoh et al., 2009). La 

fosforilación de Nrd1 por Pmk1 es dependiente de la fase del ciclo celular (Satoh et al., 2009). 

1.6.5.4.2. Factores de transcripción: Atf1 y Mbx1 

Atf1 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 daños en la pared celular (Takada et al., 2007). Además, 

Pmk1 refuerza a la ruta SAPK en respuesta a la limitación de glucosa por medio de Atf1, activando la 

expresión de los genes que intervienen en la adaptación al metabolismo respiratorio como fbp1
+ o 

pyp2
+ (Madrid et al., 2013). Por tanto Atf1 actúa como efector común y nexo de unión entre ambas 
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1.6.5.4.3.  Canal iónico: Cch1

Los genes yam8
+ y cch1

membrana plasmática de S. pombe

causan daño en la pared celular se produce la activación de la ruta de integridad celular, de manera

la forma activa de Pmk1 fosforila y activa a Cch1, produciendo la apertura del canal formado por el 

complejo Cch1-Yam8, y permitiendo la entrada de

niveles intra-citoplasmáticos de Ca

desfosforila a Cch1 causando el cierre del canal. Por tanto, la sensibilidad salina que presentan los 

mutantes con niveles elevados de fosforilación de Pmk1 es debida al efecto dañino que provoca el 

aumento de la entrada de Ca2+ en la célula como consecuencia de la hiperactivación del canal Cch1

Yam8 (Ma et al., 2011). 

   Figura 1.21. Regulación antagónica de la concentración de Ca+2 intracelular por parte de Pmk1 y Ppb1.

La falta de Ppb1 o su inactivación farmacológica en presencia de FK506 (un inhibidor 

específico de la calcineurina) también provoca hipersensibilidad salina, y puede ser suprimida en 

ausencia de los principales elementos de la ruta (Rho2, Pck2, Mkh1, Pek1 o Pmk1), al impedir la 

entrada de Ca2+ en la célula (Ma 
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presence of inmunossuppresant and chloride ion”), es un marcador característico de los mutantes que 

presentan defectos en la actividad de la ruta de integridad celular y es utilizado frecuentemente para el 

rastreo e identificación de mutantes afectados en su función. 

1.6.5.4.4. Proteínas reguladoras del ciclo celular: Clp1 

Clp1 es un ortólogo de la fosfatasa esencial CCdc14de S. cerevisiae. En células vegetativas 

Clp1 localiza en el nucléolo, “liberándose” de este orgánulo para acceder a sus sustratos en respuesta a 

daños en el ADN, o durante el estrés oxidativo mediado por H2O2 (Diaz-Cuervo y Bueno, 2008). 

Recientemente se ha demostrado que Pmk1 fosforila a Clp1, y que su ausencia retrasa la liberación de 

Clp1 del nucléolo durante el tratamiento con H2O2. Por tanto, la fosforilación de Pmk1 sobre Clp1 

contribuye a la regulación temporal de este proceso (Broadus y Gould, 2012). 

1.6.5.5. Regulación 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 expresión de pmp1
+ son 

constantes a lo largo del ciclo celular y no varían en situaciones de estrés. Tal como se ha comentado, 

la estabilidad del mensajero de pmp1
+, depende de su unión a la proteína de unión a RNA Rnc1, que 

es fosforilada por Pmk1 (Sugiura et al., 2003). 

Además de Pmp1, las fosfatasas de tirosina Pyp1 y Pyp2, así como las fosfatasas de serina y 

treonina Ptc1 y Ptc3 son capaces de unirse y desfosforilar a Pmk1 in vivo (Madrid et al., 2007) (Figura 

1.20). El papel de cada una de estas fosfatasas en la regulación de la actividad de Pmk1 depende del 

estado fisiológico de las células. Pyp1 y Ptc1 regulan el nivel de fosforilación de Pmk1 tanto en 

condiciones basales como en respuesta a estrés osmótico, mientras que Pmp1y Pyp2 lo hacen 

únicamente durante el crecimiento vegetativo y el estrés osmótico, respectivamente (Madrid et al., 

2007). 

1.6.6. Interconexión (“crosstalk”) entre las rutas de MAP quinasas de respuesta a 

estrés y de integridad celular   

La ruta SAPK se activa específicamente en respuesta a estímulos como el ayuno de nitrógeno, 

presencia de metales pesados, baja temperatura, o la radiación ultravioleta, mientras que el estrés 

hipotónico o los daños en la pared celular solamente activan a la ruta de integridad celular (George et 

al., 2007; Loewith et al., 2000; Madrid et al., 2007; Millar et al., 1995; Sengar et al., 1997; Shiozaki y 

Russell, 1995a; Soto et al., 2002; Sugiura et al., 1999; Toda et al., 1996; Warbrick y Fantes, 1991; 

Zaitsevskaya-Carter y Cooper, 1997). Por el contrario, otros estreses ambientales como el choque 

hiperosmótico, la hipergravedad, el estrés oxidativo, el choque térmico, o el ayuno de glucosa 
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Figura 1.22. Interconexión (“croostalk”) entre las rutas de respuesta a estrés y de 

integridad celular en S. pombe.

1.6.7. Interacción funcional entre el complejo TORC2 y la ruta de integridad celular

Nuestro grupo había demostrado inicialmente que la activación rápida y transitoria de Pmk1 

en respuesta a estrés osmótico es independiente de la síntesis proteica 

Por el contrario, la activación de Pmk1 en respuesta a caspofungina (daño en pared celular), o tras el 
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ción de las dos rutas de señalización (Madrid et al., 2007), lo que sugiere la 

existencia de algún tipo de interrelación funcional entre ambas MAP quinasas. 

El primer punto de interconexión entre ambas rutas viene dado por las fosfatasas Pyp1, Pyp2, 

Ptc3, cuya activación transcripcional es dependiente de la actividad de la ruta SAPK por medio 

de Sty1 y Atf1, y que además de regular negativamente a Sty1, son capaces de desfosforilar a Pmk1 

et al., 2007). Estudios posteriores confirmaron la relevancia de la ruta 

SAPK en la regulación negativa de la actividad de Pmk1 mediante la caracterización de la proteína 

ribosómica Cpc2, ortólogo a RACK1 (“Receptor of Activated protein C Kinase”

ón de Cpc2 a la subunidad 40S del ribosoma es esencial para la traducción, entre 

otros, de los RNA mensajeros de Pyp1 y Pyp2 durante el crecimiento vegetativo y en respuesta a 

), regulando el nivel de fosforilación de Sty1 y Pmk1 (Nunez et al
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). En el primer caso, Atf1 es fosforilado tanto por Sty1 como por Pmk1 (Takada 

., 2007). En el segundo, Pmk1 incrementa la actividad de la ruta SAPK activando a Atf1 y 

favoreciendo la transmisión de la señal aguas arriba de Sty1 (Madrid et al., 2013). Ello sugiere que la 

ruta de integridad celular actúa como refuerzo de la ruta SAPK en el control de la supervivencia y 

adaptación celular frente a ciertas condiciones de estrés (Madrid et al., 2013). 

Figura 1.22. Interconexión (“croostalk”) entre las rutas de respuesta a estrés y de 

integridad celular en S. pombe. 
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Nuestro grupo había demostrado inicialmente que la activación rápida y transitoria de Pmk1 

(Madrid et al., 2006). 

Por el contrario, la activación de Pmk1 en respuesta a caspofungina (daño en pared celular), o tras el 



 

ayuno de glucosa requiere la síntesis de Pck2 

a un mecanismo de retroalimentación positivo 

de ofrecer una respuesta adaptativa mantenida durante la repa

celular (caspofungina), o la reorganización de la pared celular durante el arresto nutricional (glucosa), 

podría ser la causa que explique la necesidad de incrementar la síntesis de Pck2 que activa la ruta de 

integridad celular en ambas condiciones. 

De hecho, nuestro grupo ha demostrado recientemente que el complejo TORC2 y la ruta de 

integridad celular parecen interaccionar funcionalmente tanto de forma positiva como negativa en 

respuesta al ayuno de glucosa y tras el daño en la pared celular 

quinasa del complejo TORC2, promueve el incremento de la síntesis Pck2 en respuesta a los estreses 

citados y la consecuente activación de Pmk1, la MAP quinasa de la ruta de integridad celular 

et al., 2015). Sorprendentemente, 

2014) ha propuesto que la ruta de integridad celular inhibiría a su vez la actividad del complejo 

TORC2 y su principal efector la AGC quinasa Gad8 en respuesta al ayuno de glucosa. Por tanto, todas 

estas evidencias perfilan un modelo en el que el complejo TORC2 regularía positivamente la ruta de 

integridad celular por medio de Pck2, y en el

actividad del complejo. Este mecanismo de retroregulación entre ambas rutas de

permitiría modular la respuesta de adaptación frente al estrés de una manera dinámica y enormemente 

flexible. 

   Figura 1.23. Interacción entre las rutas 
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ayuno de glucosa requiere la síntesis de Pck2 de novo, y presenta una cinética progresiva que recuerda 

o de retroalimentación positivo (Madrid et al., 2013; Madrid et al., 2015

de ofrecer una respuesta adaptativa mantenida durante la reparación de los daños causados en la pared 

celular (caspofungina), o la reorganización de la pared celular durante el arresto nutricional (glucosa), 

podría ser la causa que explique la necesidad de incrementar la síntesis de Pck2 que activa la ruta de 

idad celular en ambas condiciones.  

De hecho, nuestro grupo ha demostrado recientemente que el complejo TORC2 y la ruta de 

integridad celular parecen interaccionar funcionalmente tanto de forma positiva como negativa en 

respuesta al ayuno de glucosa y tras el daño en la pared celular (Madrid et al., 2015

quinasa del complejo TORC2, promueve el incremento de la síntesis Pck2 en respuesta a los estreses 

citados y la consecuente activación de Pmk1, la MAP quinasa de la ruta de integridad celular 

. Sorprendentemente,  un trabajo reciente del grupo de Ronit Weissman  

ha propuesto que la ruta de integridad celular inhibiría a su vez la actividad del complejo 

TORC2 y su principal efector la AGC quinasa Gad8 en respuesta al ayuno de glucosa. Por tanto, todas 

perfilan un modelo en el que el complejo TORC2 regularía positivamente la ruta de 

integridad celular por medio de Pck2, y en el que Pmk1, una vez activada, inh

actividad del complejo. Este mecanismo de retroregulación entre ambas rutas de

respuesta de adaptación frente al estrés de una manera dinámica y enormemente 
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JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS  

Numerosos estudios has destacado la importancia de las rutas de señalización mediadas por 

MAP quinasas (proteínas quinasas activadas por mitógenos, MAPK) en la respuesta de las células 

eucariotas frente a distintos estímulos ambientales y situaciones de estrés. La levadura con fisión 

Schizosaccharomyces pombe constituye un excelente modelo para el estudio de las señales y circuitos 

moleculares que promueven la activación de las MAP quinasas, debido a que se encuentra 

evolutivamente más próxima a organismos superiores que al resto de levaduras. El desarrollo de la 

presente Tesis se ha centrado en el estudio de las rutas de respuesta a estrés (SAPK) y de integridad 

celular (CIP) cuyos elementos centrales son la MAP quinasa Sty1 y Pmk1, respectivamente, y su 

actividad es fundamental para la regulación de la morfogénesis, el ciclo celular y la respuesta frente a 

situaciones de estrés.    

Las proteínas quinasas C (PKCs) juegan un papel fundamental durante la regulación de 

numerosos procesos fisiológicos, ya que modulan múltiples vías de señalización celular en los 

organismos eucariotas. El estudio de la función de distintas isoformas de PKC es por ello 

enormemente relevante,  ya que alteraciones en su actividad catalítica han sido implicadas en el 

desarrollo de algunas patologías en humanos como el cáncer o Alzheimer. Schizosaccharomyces 

pombe posee dos ortólogos de PKC no esenciales denominados Pck1 y Pck2. Ambas quinasas 

comparten una importante homología en sus secuencias de aminoácidos, siendo esta particularmente 

significativa a nivel del dominio catalítico situado en su extremo carboxilo terminal. De hecho, tanto el 

bucle de activación como los motivos de giro e hidrofóbico presentes en sus respectivos dominios de 

activación  están altamente conservados en relación a las PKCs de células superiores. Previamente 

nuestro grupo de investigación había demostrado que el residuo conservado de treonina-842 presente 

en el bucle de activación (AL) de Pck2 es fosforilado in vivo por Ksg1, el ortólogo a PDK-1 en la 

levadura con fisión. De manera análoga, Pck1 posee un residuo de treonina equivalente en posición 

823 del AL que podría ser también fosforilado por Ksg1. Además, tanto Pck1 como Pck2 poseen un 

dominio pseudosustrato autoinhibitorio conservado que hipotéticamente mantendría al enzima en una 

conformación inactiva al bloquear estéricamente su centro activo. Considerando su fuerte similitud 

estructural y el papel redundante como activadores de la ruta CIP, parecería lógico pensar por tanto 

que los mecanismos que regulan la activación catalítica, estabilidad y función de Pck1 y Pck2 son 

idénticos en ambas quinasas.   

Las rutas TOR desempeñan un papel clave en el desarrollo y el envejecimiento y ha sido 

implicado en trastornos como el cáncer, las enfermedades cardiovasculares, la obesidad y la diabetes. 

Nuestro grupo de investigación ha propuesto un modelo en el que el complejo TORC2 regularía 

positivamente la traducción de Pck2 y la consiguiente activación de la ruta CIP en respuesta a distintos 

estímulos ambientales como el ayuno de glucosa o el daño en la pared celular. La Rab GTPasa Ryh1 
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es responsable en S. pombe de la activación del complejo TORC2 en respuesta al ayuno de glucosa, 

mientras que la AGC quinasa Gad8 actúa como principal efector aguas abajo del complejo. Sin 

embargo, se desconoce el posible papel de ambos elementos en la regulación de la actividad de la ruta 

en estas condiciones. Además, recientemente se ha descrito que Pmk1, la MAP quinasa de la ruta CIP, 

promueve la inhibición de la señalización dependiente de TORC2-Gad8 durante la respuesta a estrés, 

lo que sugiere la existencia de un mecanismo regulatorio de retroalimentación negativa entre ambas 

rutas de señalización que modula la respuesta celular frente al estrés de una manera coordinada. 

Finalmente, una característica única de las MAP quinasas consiste en que su activación por la 

MAP quinasa quinasa implica la fosforilación dual en residuos de treonina y tirosina del bucle de 

activación T-X-Y. De hecho, multitud de estudios realizados con distintos organismos apoyan la idea 

de que la fosforilación dual de las MAP quinasas es un requisito indispensable para garantizar su 

actividad y funcionalidad biológica. Sin embargo, algunos trabajos han planteado la posibilidad de que 

las formas monofosforiladas en treonina o tirosina de las MAP quinasas también posean actividad 

biológica in vivo. Dicha posibilidad se vería apoyada porque, en primer lugar, la fosforilación dual de 

las MAPKs es un proceso secuencial, y, en segundo, por la presencia de fosfatasas que desfosforilan 

específicamente a las MAPKs en residuos de fosfo-treonina, fosfo-tirosina, o ambos. La existencia de 

fosfatasas fosfo-específicas sugeriría por tanto que las MAPK monofosforiladas son activas desde el 

punto de vista biológico. Si las formas monofosforiladas de MAPK retienen actividad en distinto 

grado, ello proporcionaría nivel extra de regulación de sus funciones biológicas, ya que la duración y 

la intensidad de su activación son críticas para inducir respuesta celulares específicas.  

En base a los antecedentes descritos, en la presente Tesis Doctoral nos hemos planteado el abordaje de 

los siguientes objetivos: 

1. Identificación de los mecanismos responsables de la maduración, activación catalítica y 
estabilización de los ortólogos de PKC Pck1 y Pck2. 

Los resultados obtenidos tras el desarrollo de este objetivo han sido publicados en el artículo: 
Differential functional regulation of PKC orthologs in fission yeast. The Journal of Biological 

Chemistry (2017) 292:11374-11387.  

2. Caracterización de la interacción funcional entre las rutas TOR y de integridad celular. 

Las evidencias obtenidas tras el desarrollo de este objetivo han sido publicadas en el artículo: Multiple 

crosstalk between TOR and the cell integrity MAPK signaling pathway in fission yeast. Scientific 

reports  (2016)  6:37515.  

3. Determinación de la actividad biológica de las formas monofosforilables de las MAP 
quinasas Sty1 y Pmk1. 

Los resultados obtenidos tras el desarrollo de este objetivo han sido publicados en el artículo: Distinct 

biological activity of threonine monophosphorylated MAPK isoforms during the stress response in 

fission yeast. Cellular signalling  (2015) 27:2534-2542.
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Marisa Madrid, Beatriz Vázquez-Marín, Teresa Soto, Alejandro 
Franco, Elisa Gómez-Gil, Jerónima Vicente-Soler, Mariano 
Gacto, Pilar Pérez,  José Cansado. 
 

ABSTRACT 

The two PKC orthologs Pck1 and Pck2 in the fission yeast Schizosaccharomyces 

pombe operate in a redundant fashion to control essential functions, including morphogenesis 
and cell wall biosynthesis, as well as the activity of the cell integrity pathway and its core 
element, the MAPK Pmk1. We show here that, despite the strong structural similarity and 
functional redundancy of these two enzymes, the mechanisms regulating their maturation, 
activation, and stabilization have a remarkably distinct biological impact on both kinases. We 
found that, in contrast to Pck2, putative in vivo phosphorylation of Pck1 within the conserved 
activation loop, turn, and hydrophobic motifs is essential for Pck1 stability and biological 
functions. Constitutive Pck activation promoted dephosphorylation and destabilization of Pck2, 
whereas it enhanced Pck1 levels to interfere with proper downstream signaling to the cell 
integrity pathway via Pck2. Importantly, although catalytic activity was essential for Pck1 
function, Pck2 remained partially functional independent of its catalytic activity. Our findings 
suggest that early divergence from a common ancestor in fission yeast involved important 
changes in the mechanisms regulating catalytic activation and stability of PKC family members 
to allow for flexible and dynamic control of downstream functions, including MAPK signaling. 
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The Journal of Biological Chemistry, 

doi: 10.1074/jbc.M117.786087 
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integrity MAPK signaling pathway in fission 

yeast. 

Marisa Madrid, Beatriz Vázquez-Marín, Alejandro Franco, Teresa 
Soto, Jerónima Vicente-Soler, Mariano Gacto, José Cansado 

 

ABSTRACT 

In eukaryotic cells, the highly conserved Target of Rapamycin (TOR) and the Mitogen 
Activated Protein Kinase (MAPK) signaling pathways elicit adaptive responses to extra- and 
intracellular conditions by regulating essential cellular functions. However, the nature of the 
functional relationships between both pathways is not fully understood. In the fission yeast 
Schizosaccharomyces pombe the cell integrity MAPK pathway (CIP) regulates morphogenesis, 
cell wall structure and ionic homeostasis. We show that the Rab GTPase Ryh1, a TORC2 
complex activator, cross-activates the CIP and its core member, the MAPK Pmk1, by two 
distinct mechanisms. The first one involves TORC2 and its downstream effector, Akt ortholog 
Gad8, which together with TORC1 target Psk1 increase protein levels of the PKC ortholog Pck2 
during cell wall stress or glucose starvation. Also, Ryh1 activates Pmk1 in a TORC2-
independent fashion by prompting plasma membrane trafficking and stabilization of upstream 
activators of the MAPK cascade, including PDK ortholog Ksg1 or Rho1 GEF Rgf1. Besides, 
stress-activated Pmk1 cross-inhibits Ryh1 signaling by decreasing the GTPase activation cycle, 
and this ensures cell growth during alterations in phosphoinositide metabolism. Our results 
reveal a highly intricate cross-regulatory relationship between both pathways that warrants 
adequate cell adaptation and survival in response to environmental changes. 

Octubre 2016 

Scientific Reports   , doi: 10.1038/srep37515 

http://www.nature.com/articles/srep37515 
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ABSTRACT 

Mitogen-activated protein kinases (MAPKs) define a specific group of eukaryotic protein 
kinases which regulate a number of cellular functions by transducing extracellular signals to 
intracellular responses. Unlike other protein kinases, catalytic activation of MAPKs by 
MAPKKs depends on dual phosphorylation at two tyrosine and threonine residues within the 
conserved TXY motif, and this has been proposed to occur in an ordered fashion, where the 
initial phosphorylation on tyrosine is followed by phosphorylation at the threonine residue. 
However, monophosphorylated MAPKs also exist in vivo, and although threonine 
phosphorylated isoforms retain some catalytic activity, their functional significance remains to 
be further elucidated. In the fission yeast Schizosaccharomyces pombe MAPKs Sty1 and Pmk1 
control multiple aspects of fission yeast life cycle, including morphogenesis, cell cycle, and 
cellular response to a variety of stressful situations. In this work we show that a trapping 
mechanism increases MAPKK binding and tyrosine phosphorylation of both Sty1 and Pmk1 
when subsequent phosphorylation at threonine is hampered, indicating that a sequential and 
likely processive mechanism might be responsible for MAPK activation in this simple 
organism. Whereas threonine-monophosphorylated Sty1 showed a limited biological activity 
particularly at the transcriptional level, threonine-monophosphorylated Pmk1 was able to 
execute most of the biological functions of the dually phosphorylated kinase. Thus, threonine 
monophosphorylated MAPKs might display distinct functional relevance among eukaryotes. 

Septiembre 2015 
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CONCLUSIONES  

5.1.  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. Identificación de los mecanismos responsables de la maduración, activación catalítica 
y estabilización de los ortólogos de PKC Pck1 y Pck2. 

Conclusiones: 

- A pesar de su fuerte similitud estructural y redundancia funcional, los mecanismos que regulan la 

maduración, activación y estabilización de Pck1 y Pck2 tienen un impacto sobre su función 

biológica notablemente distinto.  

- El ortólogo de PDK-1, Ksg1, fosforila in vivo en el residuo de treonina-823 en el bucle de 

activación de Pck1, siendo dicha modificación  necesaria para proporcionar a la quinasa una 

conformación estable y funcional.  

- Al contrario de Pck2, las fosforilaciones de Pck1 en el bucle de activación y en los motivos de giro 

e hidrofóbico son esenciales para regular su estabilidad y funciones biológicas. 

- La activación constitutiva promueve la desfosforilación y la desestabilización de Pck2, mientras 

que aumenta los niveles de Pck1, lo que provoca un fenómeno de interferencia en la señalización 

hacia la ruta de integridad celular dependiente de Pck2. 

- Pck1 juega un papel relevante en S. pombe como efector de Rho1 durante el control del 

crecimiento celular y la activación de la ruta de integridad celular.  

- Mientras que la actividad catalítica es esencial para la función biológica de Pck1, Pck2 es 

parcialmente funcional independientemente de esta.  

Objetivo 2. Caracterización de la interacción funcional entre las rutas TOR y de integridad celular. 

Conclusiones: 

- Tor1 (TORC2) y su principal diana, Gad8, regulan positivamente los niveles de Pck2 y la 

activación de la ruta de integridad celular y la MAPK Pmk1 en respuesta al daño en la pared celular 

y el ayuno de glucosa.   

- El complejo TORC1-Psk1 coopera con TORC2-Gad8 durante el control de la adaptación al estrés, 

la regulación de los niveles de Pck2, y la activación de la ruta de integridad celular.  

- Tor1, Gad8 y Psk1 se asocian a los ribosomas  in vivo durante la traducción, siendo dicho 

mecanismo independiente de la presencia de TORC2. 
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- La regulación por  los complejos TORC1 y TORC2 de los niveles de Pck2 y la activación de Pmk1 

en respuesta a estrés es independiente de la actividad de la proteína ribosomal Rps6. 

- La Rab GTPasa Ryh1 regula positivamente la señalización de la ruta de integridad celular en 

respuesta a estrés por medio de dos mecanismos, uno dependiente  del complejo TORC2, y otro 

independiente promoviendo la correcta localización en la membrana plasmática y/o el 

procesamiento de activadores específicos de la ruta CIP. 

- Pmk1 regula negativamente la señalización dependiente del complejo TORC2 aguas arriba de 

Ryh1 durante la respuesta a estrés mediante un mecanismo independiente de Pck2 y Gad8. 

-  Its3, la fosfatidilinositol 4,5 bifosfato quinasa en S. pombe, participa en la señalización de TORC2 

en respuesta a estrés e independientemente de su función como activador de la ruta CIP. 

Objetivo 3. Determinación de la actividad biológica de las formas monofosforilables de las MAP 

quinasas Sty1 y Pmk1. 

Conclusiones: 

- La activación dual de las MAPKs Sty1 y Pmk1 en S. pombe es regulada mediante un mecanismo 

secuencial  siguiendo un modelo procesivo. 

- La isoforma de Pmk1 monofosforilada en treonina es funcional in vivo, regulando la homeostasis 

iónica, la separación celular, y la adaptación celular frente al estrés. 

- La capacidad de la isoforma de Sty1 monofosforilada en treonina para promover la adaptación 

celular frente al estrés y durante el control de la progresión del ciclo celular es muy limitada. De 

hecho, es necesaria la presencia de una versión de la quinasa fosforilada dualmente para permitir la 

expresión de genes dependientes del factor de transcripción Atf1 en respuesta a estrés. 

- La incapacidad de fosforilación por la MAPK quinasa de de Sty1 y  Pmk1  en el residuo de 

treonina  de su bucle de activación provoca la unión constitutiva entre la MAPKK y la MAPK y la 

hiperfosforilación en el residuo de tirosina. 

- La fosforilación en tirosina es un pre-requisito para una adecuada fosforilación de Sty1 y Pmk1 en 

el residuo de treonina tanto en condiciones basales como en respuesta a estrés.   

5.2.  Conclusiones generales 

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

siguientes conclusiones generales: 

- La evolución temprana a partir de un antepasado común implicó cambios importantes en los 

mecanismos que regulan la activación catalítica y la estabilidad de los miembros de la familia PKC, 

lo que permitiría un control flexible y dinámico de sus funciones biológicas, incluyendo 

señalización por medio de las rutas de MAP quinasas.  
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- La interacción funcional entre  las rutas de MAP quinasas de integridad celular y TOR permiten la 

supervivencia celular y adaptación frente a múltiples situaciones ambientales.   

- Las formas monofosforiladas en treonina de las MAP quinasas Sty1 y Pmk1 son funcionales in 

vivo, aunque de forma parcial, siendo capaces de fosforilar a sus sustratos y promover una 

respuesta adaptativa moderada frente a estrés.  

 

 

 



 

 

 

 


