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RESUMEN

Las rutas de sefalizacién intracelular mediadas por proteinas quinasas activadas por mitégenos
(MAPKSs) juegan un papel fundamental en la respuesta adaptativa de las células eucariotas frente a
alteraciones ambientales. La levadura con fisidn Schizosaccharomyces pombe presenta una gran
versatilidad para la realizaciéon de analisis gendémicos, bioquimicos, y celulares, constituyendo un
excelente modelo para ampliar nuestros conocimientos sobre los procesos de sefializacion mediados
por MAPKSs, debido a la gran homologia funcional que existe entre sus circuitos reguladores y los de

organismos superiores.

Diversos estudios han puesto de manifiesto la importancia de las proteinas quinasas C (PKCs) en
multiples procesos fisiologicos ya que regulan multiples vias de sefializacion celular. En mamiferos, se
ha demostrado que, independientemente de su actividad catalitica, la unién de ATP a la PKC
promueve un cambio conformacional que la predispone a sufrir las modificaciones necesarias para su
maduracién y estabilidad. Las dos proteinas ortdlogas a PKC, Pckl y Pck2, son activadores aguas
arriba del modulo de MAP quinasas de integridad celular, y actdan de forma redundante en S. pombe
controlando funciones esenciales incluyendo morfogénesis, y la biosintesis de la pared celular. En
base a esto, tratamos de identificar los mecanismos responsables de la maduracidn, activacién
catalitica y estabilizacién de Pckl y Pck2, analizando la fosforilaciéon de Pckly Pck2 en el bucle de
activacion y en los motivos de giro e hidrofébico en versiones de mutantes de ambas proteinas. Los
resultados obtenidos revelaron que, contrariamente a Pck2, la fosforilacién in vivo de Pckl en el bucle
de activacidn, motivo de giro y motivo hidrofébico es esencial para regular la estabilidad de la quinasa
y sus funciones bioldgicas. Por otra parte, las PKCs poseen un motivo pseudosustrato (PS) que
mantiene a la enzima en una conformacién cerrada y autoinhibida. Este motivo bloquea la cavidad de
unién al sustrato y protege a la quinasa de la desfosforilacion a los sitios de fosforilaciéon en AL, TM y
HM dentro del dominio catalitico. La delecién del dominio PS o una mutacién puntual en el residuo
conservado de alanina por un glutdmico cargado negativamente, hace que la quinasa sea
constitutivamente activa tanto in vivo como in vitro. Tanto Pckl como Pck2 también poseen sendos
dominios PS, por lo que decidimos estudiar la estabilidad y sefializacién mediada por versiones
mutantes de Pckl y Pck2 en el motivo pseudosustrato. Asi, la activacién constitutiva de Pck2
promovidé su desfosforilacién y desestabilizacién, mientras que incrementd los niveles de Pckl e
interfirié con la sefializacién aguas abajo de la ruta CIP regulada por Pck2. Por ultimo, también hemos
demostrado que mientras que la actividad catalitica es esencial para la funcién biolégica de Pckl, una

version cataliticamente 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 interaccidn con otras

importantes vias de sefializacidn intracelular, entre las que se encuentra la ruta TOR, que participa en



la adaptacion celular frente a cambios nutricionales y ambientales. La presente Tesis ha utilizado un
enfoque multidisciplinar que combina técnicas genéticas, bioquimicas, y de biologia 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 Ryhl como modulador de la actividad de TORC2 durante la sintesis de Pck2 en respuesta a
estrés y de la quinasa Gad8 como diana de TORC2 durante la sintesis de novo de Pck2 en estas
condiciones. Ademds, hemos estudiado la relevancia de Pmkl como regulador negativo de la
seflalizaciéon dependiente de TOR2C-Gad8 durante la respuesta a estrés y los mecanismos
responsables de dicho control. Asi, hemos podido concluir que Rhy1l activa la ruta de integridad
celular (CIP) y la MAPK Pmklmediante dos mecanismos distintos. El primero involucra a los
complejos TORC2-Gad8 y TORC1-Pskl1, los cuales promueven la sintesis de Pck2 en respuesta al
estrés por dafio en la pared celular o tras el ayuno de glucosa. En el segundo mecanismo Ryhl activa a
Pmkl de forma independiente de TORC2 regulando la localizacién y/o trafico en la membrana
plasmatica de activadores aguas arriba de la cascada de MAPKs, entre los que se encuentran el
ortdlogo de PDK-1 Ksgl y el GEF de Rhol Rgfl. Finalmente, hemos confirmado que Pmk1 actia
aguas arriba de Ryhl para inhibir la sefializacién de TORC2 en respuesta a estrés, aunque el

mecanismo responsable de dicha regulacion es todavia desconocido.

En Schizosaccharomyces pombe las MAP quinasas de respuesta a estrés Styl (ruta SAPK) y de
integridad celular Pmk1 (ruta CIP) controlan miltiples 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 proteinas quinasas, la activacion catalitica de las MAP quinasas por las MAPK
quinasas depende de su fosforilacién dual en dos residuos de tirosina y treonina del motivo conservado
—TXY- (donde “X” es glicina en Sty1/P-38, o 4cido glutdmico en Pmk1/ERK). En la presente Tesis
planteamos el estudio de la posible relevancia bioldgica de las formas monofosforilables de las MAP
quinasas Styl y Pmkl mediante el estudio de su fosforilacién 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 Styl y Pmkl1. Sorprendentemente, las cepas que expresan versiones de Styl y
Pmk1 monofosforiladas en tirosina mostraron un notable incremento en el grado de fosforilacién basal
en dicho residuo en comparacién con las versiones silvestres. Este fendmeno fue debido a un bloqueo
(“trapping”) del sitio de anclaje por parte de sus respectivas MAPKKSs, Wisl y Pekl1, lo que impide la
interaccion de la Styl y/o Pmkl con reguladores negativos (fosfatasas), y otros sustratos. Por otra
parte, las cepas que expresan versiones de Styl o Pmk1l monofosforilables en treonina mostraron una
notable capacidad para suprimir la mayoria de los defectos asociados a la falta de ambas MAPKs,
como alteraciones en la progresion del ciclo celular y la citoquinesis, pared celular desestructurada, y

sensibilidad frente estrés (térmico, osmdtico, oxidativo). Sin embargo, el grado de supresién fue



siempre menor que el observado cuando se expresan las versiones silvestres de ambas MAPKSs. En
base a estas observaciones proponemos un modelo en el que las formas biol6gicamente activas de
Styl y Pmk1 son esencialmente las formas fosforiladas en treonina. Sin embargo en dicho modelo la
fosforilacién inicial en tirosina actia como ‘“cebador”, permitiendo que la posterior fosforilacién en
treonina (activacion catalitica) sea adecuada tanto en magnitud como en duracién. Estas observaciones
confirman el papel clave que ejerce la fosforilacién en el residuo de tirosina para la activacion

catalitica de ambas MAP quinasas.
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1.1. Caracteristicas Generales de Schizosaccharomyces pombe

La levadura 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 Africa. Su nombre genérico hace
referencia por un lado a su condicion de levadura (-Saccharomyces), y por otro a su mecanismo de
division por fision (Schizo-). En cuanto al epiteto, indica el nombre local de la cerveza elaborada con
esta levadura. Sin embargo, la mayoria de las cepas silvestres y mutantes de S. pombe que se utilizan
en los laboratorios proceden de un aislamiento realizado en Europa por A. Osterwalder en 1921 a
partir de mosto. En los afios 40 Urs Leupold caracteriz6 genéticamente a S. pombe, y en 1950
Murdoch Mitchison reconocié su potencial tinico para los estudios de crecimiento y divisiéon celular
debido a su peculiar morfologia y forma de divisi6n. Posteriormente, en los afios 70, Paul Nurse
combind con éxito los estudios de Mitchison con la aproximacion genética de Leupold, dando lugar a

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

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

didmetro de 3-4 pm (Figura 1.1).
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Figura 1.1 Imagenes de la levadura con fision Schizosaccharomyces pombe mediante diversas técnicas microscépicas.

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

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

El genoma de S. pombe esti totalmente secuenciado (3 cromosomas, ~14 Mb) (Wood y
Bahler, 2002), y su ciclo bioldgico es rapido y principalmente haploide, lo que facilita su

manipulacién genética y lo hace especialmente apropiado como organismo modelo en biologia celular.

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

superiores en lo que se refiere a procesos bioldgicos tales como la organizacién del citoesqueleto, la
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compartimentalizacién celular, o el procesamiento de RNA, entre otros. Ademas, su mecanismo de
divisién por biparticion la convierte en idonea para el estudio del ciclo celular, ya que, atendiendo a su
morfologia, es relativamente sencillo identificar la fase del ciclo en que se encuentra. Por otro lado,
sus proteinas se encuentran fuertemente conservadas evolutivamente en relacién a organismos
superiores, siendo un organismo enormemente atractivo para el estudio de rutas de sefializacién y
transduccion de sefiales. Finalmente, al tratarse de un hongo, posee una pared celular rigida que lo
protege mecanicamente y mantiene la forma y la estabilidad osmética. Esta caracteristica permite su
empleo como modelo para el estudio de los procesos implicados en la formacién, biosintesis y

degradacion de este componente celular, y en la identificacion y cribado de farmacos antifiingicos.

DOMINIO Eukarya
REINO Mycota
SUBREINO Neomycota
FILO Ascomycota
SUBFILO Archiascomycotina
(Taphrimycotina)
CLASE Schizosaccharomycetes
Taphrinomycetes
ORDEN Schizosaccharomycetales
FAMILIA Schizosaccharomycetaceae
GENERO Schizosaccharomyces
ESPECIE Schizosaccharomyces pombe

Tabla 1.1 Clasificacion taxonémica 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 mitético; Figura 1.2). Sin embargo, cuando las condiciones externas empeoran y las
células detectan la falta de nutrientes, S. pombe puede entrar en un estado de latencia (fase
estacionaria), o bien iniciar el ciclo sexual por conjugacidén entre tipos sexuales opuestos,
denominados h” y h™ (cepas heterotalicas). Por otro lado, existen cepas homotélicas (h90) capaces de

conjugar entre si, 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 duracién aproximada de entre 2 y 4 horas. Cuando las células detectan la limitacién de
nutrientes, y en especial en ausencia de nitrogeno, se induce el ciclo sexual (Figura 1.2). Las células

bloquean su ciclo celular en la fase G1, y cuando en la poblacién existen ambos tipos sexuales (h” y h’
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), comienza el proceso de conjugacién. Dos células de sexo opuesto se reconocen mediante feromonas
y a continuacidn se produce la elongacion 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 formacién de un asca con cuatro esporas haploides (Figura
1.2). Finalmente las paredes del asca se autolisan, liberando los cuatro productos meidticos que
pueden sobrevivir durante largos periodos de tiempo en condiciones abidticas (Leupold, 1949).
Cuando las condiciones ambientales lo permiten, las esporas germinan y entran nuevamente en el ciclo

mitético (Yamamoto et al., 1997) (Figural.2).
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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 formacion. Sin embargo los zigotos son
bastante inestables, y si las condiciones siguen siendo desfavorables inician la meiosis sin necesidad

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

Dado que se trata de un organismo eucariota, el ciclo mitético de Schizosaccharomyces pombe
estd dividido en cuatro fases: G1, S, G2 y M (Mitchison, 1970) (Figura 1.2). La fase G1 o “Gap 1”
tiene lugar entre la mitosis y la replicacion de los cromosomas, y se caracteriza por la sintesis de RNA
y proteinas necesarias para la duplicacién del ADN. En esta fase las células inician el ciclo sexual en

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

encuentran en fase G2 temprana (MacNeill y Fantes, 1997) (Figura 1.2).

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

activan de forma periddica.

1.2. La Proteina Quinasa Dependiente de Fosfoinositidos

La proteina quinasa dependiente de fosfoinositidos-1 (PDK-1) est4 implicada en la regulacion
del crecimiento, la proliferacion, el metabolismo y la supervivencia celulares. Asimismo, PDK-1
regula la migracién celular a diferentes niveles, desde la polarizacién celular hasta el citoesqueleto de
actina y la regulacién de la adhesion 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, asi

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 proteina citosdlica de 556 aminoacidos con un dominio catalitico N-terminal y un
dominio C-terminal con homologia a pleckstrina (PH). De manera similar a otras AGC quinasas,

PDK-1 contiene un sitio de fosforilacion dentro del bucle de activacién (Serina 241), que estd
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constitutivamente fosforilado por una reaccion de autofosforilacion 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
fosforilacién de AKT/PKB en el residuo de treonina 308 del bucle de activacién, lo cual es esencial

para su activacion (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 plasmatica debido a la interaccioén de su dominio PH
con fosfatidilinositol (3,4, 5) trifosfato (PIP;) (y en menor medida con fosfatidilinositol (3,4) bifosfato,
PIP,) producido por PI3K y, por tanto, interactia fisicamente con AKT/PKB (Currie et al., 1999).
AKT/PKB se activa después de su anclaje a la membrana plasmatica a través de la unién de su
dominio PH a PIP;, donde es fosforilado en el bucle de activacién por PDK-1 y su motivo hidrofébico
por una quinasa desconocida. A continuacién, se forma un bolsillo hidrofoébico en el dominio catalitico
mediante la estabilizacién de la hélice aC resultando en la unién intramolecular del motivo
hidrofobico fosforilado a este sitio lo que asegura que PKB alcance y mantenga su méaxima 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 activacién es independiente
de PIP;. PDK-1 posee un bolsillo PIF (“PDK-1 interacting fragment”)en el dominio quinasa que
permite su interaccién con el motivo hidrofébico fosforilado de las quinasas dianas y la consecuente
fosforilacion de su bucle de activaciéon (Balendran et al., 1999; Biondi et al., 2000; Collins et al.,

2003).

En la levadura con fisidon Schizosaccharomyces pombe existen dos ortologos a PDK-1
denominados Ksgl y Pdkl. Ksgl juega un papel esencial en el crecimiento celular, la conjugacién, y
la esporulacion (Niederberger and Schweingruber, 1999), mientras que Pdk1, que carece del dominio
PH, estd implicada en los procesos de mitosis y citoquinesis (Bimbo et al., 2005). Ksgl presenta un
56% de homologia estructural con la PDK-1 humana en las regiones de unién a ATP, centro activo, e
interaccion con sustratos, mientras que dominio PH se encuentra menos conservado (Niederberger and
Schweingruber, 1999). Asi, el dominio PH de Ksgl carece de determinados aminoacidos que en PDK-
1 son criticos para su unién a PIP;(Ferguson et al., 2000). Varios estudios han demostrado que Ksgl
es la quinasa responsable de la fosforilaciéon de los residuos conservados Thr387 del bucle de
activacion de Gad8 (ortdloga de AKT) (Matsuo et al., 2003a), Thr356 del bucle de activacidon de Pkal
(ortéloga de PKA) (Tang and McLeod, 2004), y Ser248 de Psk1 (Nakashima et al., 2012). Asimismo,
previamente se habia demostrado en S. pombe Ksgl interacciona con los ortdlogos de PKC Pckl y
Pck2 en ensayos de dos hibridos (Graub et al., 2003), y que su pérdida parcial de actividad provoca
graves defectos morfologicos que sugieren un papel regulador de la integridad celular en este
organismo (Graub et al., 2003). Recientemente, Madrid y colaboradores han demostrado que Ksgl
actia como un regulador positivo de la ruta de MAP quinasas de integridad celular en S. pombe a

través de su interaccion con Pck2, que constituye el principal activador aguas arriba del médulo de

5



Introduccién

MAP quinasas. En concreto, Ksgl fosforila a Pck2 in vivo en el residuo conservado de Thr842 de su

bucle de activacion (Barba et al., 2008; Ma et al., 2006; Madrid et al., 2015).
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Figura 1.3 Mecanismo de activacion de AKT/PKB y SGK1 por PDK-1 (modificado a partir de Mora et al., 2004).

1.3. Las Proteinas Quinasas C

Las proteinas quinasas C (PKCs) constituyen un grupo de enzimas con actividad
fosfotransferasa que fosforilan especificamente residuos de Ser y Thr de sus proteinas sustrato. Estan
involucradas en diversas vias de transduccién de sefiales celulares, participando en multitud de
funciones fisiol6gicas tales como la mitogénesis y la proliferacion celular, la regulacién del
metabolismo, la apoptosis, el reordenamiento del citoesqueleto de actina, la modulacién de canales
iénicos, y la secrecién (Newton, 2001). Dada su enorme relevancia funcional la familia de las PKCs
estd relacionada directa o indirectamente con distintas patologias, existiendo un amplio campo de

investigacion en torno a ellas.

Por otra parte, las PKCs son activas en diversos compartimentos subcelulares y su dindmica
temporal de sefializacién difiere en base a la presencia de segundos mensajeros y de fosfatasas

(Newton et al., 2016).
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1.3.1. Proteinas quinasas C (PKCs) en organismos superiores

1.3.1.1. Isoenzimas de la PKC

En humanos, la Proteina Quinasa C posee 10 isoformas distintas que evolucionaron a partir de
la tinica PKC presente en Saccharomyces cerevisiae (Pkcl) (Levin et al., 1990), y que estin divididas
en tres subfamilias, basadas en su estructura primaria y en el segundo mensajero que requieren para la
regulacion de su actividad enzimatica: PKCs convencionales o clasicas, nuevas, y atipicas (Tabla 1.2).
La subfamilia de PKCs clasicas (cPKC) (isoformas a, BI, BII, y y) requieren Ca™', diacilglicerol
(DAG), y fosfatidilcolina para su activacion. Las PKCs nuevas (nPKCs) incluyen las isoformas 90, €, 1,
y 0, y requieren DAG, pero no Ca’" para su activacién. Por tltimo, las PKCs atipicas (aPKCs)
(incluyendo la proteina quinasa C { y las isoformas 1/ A) no requieren Ca’>* ni DAG para su activacion
(Freeley et al., 2011; Newton, 2001) (Tabla 1.2). Estas dltimas se encuentran reguladas de forma
inducible por la proteina quinasa dependiente de fosfoinositidos (PDK-1). Otra subfamilia importante
es la conformada por las denominadas PKN/PRKs (“PKC-Related Kinases”), donde destacan PRK1,
PRK?2 y PRK3. Estas proteinas son insensibles a Ca**, a DAG vy 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 anfitrpicas, es decir, pueden existir como

formas solubles en el citosol o unidas a membranas bioldgicas.

Todas las isoformas de PKC son codificadas por genes diferentes, excepto PKCBI y BII, que
son variantes formadas por corte y union alternativa del mismo mRNA. En general, las isoenzimas
tienen un peso molecular aparente de 80 kDa, aunque varia entre los 62 kDa y 97 kDa dependiendo de

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

1.3.1.2. Localizacion de las PKCs

Las PKCs localizan en sus formas activa e inactiva en diferentes compartimentos celulares,
incluyendo las membranas celulares, el citoesqueleto, el nicleo y el citosol. En la linea celular U937
se ha demostrado la asociaciéon de PKCPI a vesiculas, de PKCPII a microtibulos, de PKCe a
estructuras filamentosas, mientras que PKCC presenta una distribucién citoplasmatica difusa (Kiley y
Parker, 1995). En células REF52 se ha demostrado la asociacién de la PKCao con contactos focales, de
PKC5s con filamentos y aparato de Golgi, de PKCe con microfilamentos, y la presencia de PKCC a
nivel citoplasmatico (Jaken, 1997).

En numerosos tipos celulares la mayoria de PKCs se encuentran en el citoplasma en su forma
inactiva, y se relocalizan a la membrana plasmética cuando se activan. Sin embargo, existen

excepciones a este comportamiento. Por ejemplo PKCS se encuentra casi exclusivamente en la
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fraccién particulada de células en reposo y activadas (Kanashiro y Khalil, 1998), y PKC{ no se

transloca a la membrana plasmatica tras la activacién con ésteres de forbol (Liu, 1996).

Las PKCs presentes en el nucleo celular son translocadas del citoplasma tras la activacién o
existen constitutivamente dentro de éste (Raben er al, 1994). Curiosamente, existen vias de
sefializacién del segundo mensajero distintas en el citoplasma y en el nicleo. El Ca* liberado en el
citoplasma hace que la PKC citoplasmaética se transloque a la membrana plasmatica mientras que el
Ca** que se libera dentro del nicleo transloca la PKC a la membrana nuclear (Echevarria et al., 2003).
Ademas, la produccién de DAG conduce a la translocacion selectiva de isoformas especificas de la

PKC al nicleo.
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Tabla 1.2 Clasificacion de las isoformas de PKC, estructura y mecanismo de activacion (AL: activation loop; TM: turn

motif; HM: hydrofobic motif) (Adaptado de Newton, 2010).

1.3.1.3. Estructura de las PKCs

Las 10 isoenzimas de las PKCs comparten una estructura comun con una region reguladora N-
terminal que limita con una regién catalitica C-terminal, encontrandose separadas por la regién
variable V3, también conocida como regiéon bisagra (Figura 1.4) (Freeley et al., 2011; Newton, 2001).
La regi6n reguladora de las PKCs contiene un dominio autoinhibidor denominado pseudosustrato, que

mantiene la enzima en una conformacidn inactiva y dos médulos de unién a membrana, denominados
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C1 (presente en todas las isoenzimas) y C2 (presente en las PKCs nuevas y clésicas) (Antal et al.,
2014). El dominio C1 se une al diacilglicerol (DAG) en todas las isoenzimas excepto en las atipicas, y
el dominio C2 se une a los lipidos aniénicos, fosfatidilserina y Ca®" en las isoenzimas clasicas
(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 homologia con otras proteinas quinasas (Kanashiro y Khalil,

1998).

A continuacién se resumen las caracteristicas fundamentales de las regiones que participan en

la regulacidn 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 unién al sustrato lo cual mantiene a la enzima en una conformacién inactiva (House y
Kemp, 1987; Makowske y Rosen, 1989; Orr et al., 1992). Tras el acoplamiento de segundos
mensajeros lipidicos o proteinas de anclaje, dicho dominio se libera de su sitio de unién, permitiendo
asi la fosforilacion del sustrato y la sefializacion aguas abajo (Dutil y Newton, 2000). EI dominio PS se
localiza en la regién reguladora de la PKC, entre 13 y 30 residuos antes de la primera regiéon C1
(Soderling, 1990). Consiste en una secuencia consenso polibasica que también se encuentra presente
en los sustratos de la PKC, con la diferencia de que el residuo fosforilable (Ser o Thr) esta sustituido
por un residuo de Ala (House y Kemp, 1987). Se ha demostrado que tanto la delecién del dominio PS
como la sustitucion del residuo de Ala por Glu producen la activacion 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 ClI

Los dominios C1 pertenecen a la superfamilia de dominios ricos en cisteina. Consiste en
regiones de 50 o 51 aminoécidos, con un patrén caracteristico de Cys e His que configura el lugar de
coordinacién de dos iones de Zn** y forma un sitio de unién para DAG o ésteres de forbol (Ahmed et
al., 1991; Burns y Bell, 1991; Quest et al., 1992). Los dominios C1 se clasifican en tipicos y atipicos

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

En las PKC clésicas y nuevas el dominio C1 estd formado por los subdominios C1A y C1B
colocados en tdndem (Hurley et al., 1997), y une tipicamente 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 sustituciéon de un aminoécido de Tyr por Trp en el dominio C1B
aumenta la afinidad de las PKCs nuevas por DAG en dos 6rdenes de magnitud en relacion a las PKCs
clasicas. Ello permite que las PKCs nuevas respondan a aumentos en DAG mediados por agonistas sin

la necesidad de incrementar el Ca®" intracelular (Newton y Brognard, 2017). Las PKC atipicas s6lo

9



Introduccién

presentan un dominio C1 que no une DAG o ésteres de forbol ya que posee un anillo de residuos
basicos que rodea la hendidura de unién y que impide la unién del ligando. Juega un papel importante
en la interaccién con ceramidas, e interviene en las uniones proteina-proteina en el caso de las
isoformas PKC{ y PKCt1 /A (Diaz-Meco y Moscat, 2001; Moscat y Diaz-Meco, 2000; Moscat et al.,
2006; Ponting et al., 2002; Suzuki et al., 2003).

Por medio de su interaccidn con los ligandos DAG y ésteres de forbol, el dominio C1 participa
en la localizacion de la proteinas en diferentes compartimentos membranales (Yang y Kazanietz,

2003).

Dominio regulador Dominio catalitico
[ 11 1
Peeudosustrato Er;;rezpc\ii l(::c?;o_lfpwdos Bisagra ATP, sustrato
forbol anionicos \L
V1 V2 Vi v4 V5
PKC clasicas N~ CIARE - c2 c3C c4 -C
(U, BI! B"! V) PS
V1 V213 V4 V5
PKC nuevas N-C c2 [[[BIREIE __cs; c4 T-c
(6! £, rl! 9) PS
V1 v2/3 V4 V5
PKC atipicas N-teei B el e O-c
(G, 1, A) PS

Figura 1.4 Estructura de las isoformas de PKC en humanos (Adaptado de Schmitz-Peiffer y Biden, 2008).

1.3.1.3.3. Dominio C2

Los dominios C2 contienen entre 30 y 100 aminoicidos. Este dominio se describi
inicialmente en las PKC clésicas como un sitio de unién a Ca*", que ancla a las PKCs a la membrana
plasmatica a través de un motivo que reconoce fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP,) (Coussens ef al.,
1986; Knopf et al., 1986; Ono et al., 1986). Aunque las PKCs nuevas poseen un dominio C2, carece
de residuos de Asp que coordinan Ca**, por lo cual este dominio se une en algunos casos a
fosfolipidos cargados negativamente de forma independiente de Ca®*, y en otras ocasiones media
interacciones proteina-proteina (Corbalan-Garcia y Gomez-Fernandez, 2006; Newton, 2001). Estos

dominios pueden encontrarse también en proteinas que no estdn relacionadas con la familia PKC,

10



Introduccién

como las fosfolipasas y GAPs (Corbalan-Garcia y Gomez-Fernandez, 2006; Mellor y Parker, 1998;
Newton, 2001).

1.3.1.3.4. Region V3

Esta regién, también conocida como “bisagra”, separa el dominio regulador del dominio
catalitico. Es una secuencia sensible a la ruptura proteolitica por tripsina o por las proteasas neutras
dependientes de Ca** calpaina I y II. Algunos estudios indican que esta regién podria estar implicada
en la localizacién nuclear de la PKCa (Hug y Sarre, 1993). Ademas 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 PBI

El dominio PB1 presente en las isoenzimas de PKC atipicas media la unién a las proteinas de
anclaje, las cuales generan interacciones que promueven la liberacion del pseudosustrato para permitir

la sefializacion localizada (Newton y Brognard, 2017).

1.3.1.3.6. Dominio catalitico

Estructuralmente, el dominio catalitico estd formada por dos l6bulos: un lébulo amino
terminal (I6bulo N) compuesto mayoritariamente por ldminas 3, y un 16bulo carboxilo terminal (16bulo
C) formado principalmente por hélices a (Johnson y Lewis, 2001; Taylor y Radzio-Andzelm, 1994).
El surco que queda entre los dos 16bulos define los sitios de unién de ATP y sustrato. El 16bulo N esta
implicado en el anclaje y orientacion del nucleétido, mientras que el 16bulo C es el responsable de la

unidn del péptido sustrato y de la iniciacién de la transferencia del fosfato.

El dominio catalitico de las PKCs contiene los sitios de unién a ATP y los sitios consenso de
fosforilacién, presentando ademds determinantes estructurales especificos de la familia.
Concretamente, todas las PKCs conservan un grupo de residuos acidicos cerca de la entrada al centro
activo que podria servir como un anclaje de tipo electrostitico para mantener orientado el dominio
pseudosustrato en esa zona, y permitiendo que la enzima se encuentre en estado inactivo (Orr y
Newton, 1994). Ademas, la presencia de Mg** y ATP induce un cambio significativo en la estructura

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

Lobulo amino terminal: Bucle rico en glicinas (Region C3)

Dentro del 16bulo amino terminal se encuentra una regién conservada en todas las quinasas
denominada bucle rico en glicinas. Su funcién consiste en posicionar el grupo v- fosfato del ATP
durante la transferencia del fosfato. La mutacién de este motivo inhibe por completo la actividad

quinasa de la enzima (Ohno et al., 1990).
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Lobulo carboxilo terminal: bucle de activacion (AL), motivo de giro (TM) y motivo hidrofobico

(HM)

La secuencia carboxilo-terminal de la PKC es esencial para su regulacién, ya que en ella
se encuentra el sitio de unién a PDK-1. Ademds, en esta regidn se encuentra una secuencia que

regula la localizacién celular de la enzima (Liu y Heckman, 1998; Newton, 2001).
Bucle de activacion (Region C4)

Este bucle comprende la regién donde tiene lugar la fosforilacion de los sustratos y esté
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 region TPD (Thr-Pro-Asp), y la otra es
la region 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 ( y 1 presentan una leve
diferencia, caracterizada por la sustitucién de la Phe de la secuencia consenso por Tyr (Ono et al.,
1989b). El responsable de la transferencia del grupo fosfato en la region DFG es el residuo de Asp,

que esta presente de forma invariable en todos los casos.

Motivo de giro (Region V5)
Esta region presenta una secuencia rica en residuos de Pro, dentro de la que se encuentra el
residuo fosforilable del motivo. Segin los modelos estructurales, esta secuencia define un giro en la

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

Motivo hidrofébico (Region 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 aminodcidos susceptibles de
fosforilacién. En las PKC clésicas y nuevas es tipica la presencia de Ser o Thr, mientras que el residuo

de Glu es caracteristico de las PKC atipicas (Messerschmidt et al., 2005).
1.3.1.4. Regulacion de la PKC

La actividad de las PKCs estd sometida a una regulaciéon estructural y espacial precisa por
medio de distintos mecanismos, entre los que destacan: i- modificacidén covalente por fosforilacidn,
que confiere a la enzima capacidad catalitica; ii- regulacidn alostérica, mediante unioén a cofactores;
iii- regulacion intraestérica, produciéndose una autoinhibicién mediada por el sitio pseudosustrato; iv-
interaccion con proteinas que la localizan préxima a reguladores y sustratos; y v- degradacion

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

1.3.1.4.1. Regulacion por fosforilacion

La fosforilacion es esencial para hacer que la PKC adopte una conformacién cataliticamente

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

fosforilacién, aunque sus niveles celulares si lo estdn (Antal et al., 2014).

La regulacién por fosforilacion de la PKC ocurre en el dominio quinasa donde estan presentes
tres sitios de fosforilacién que son criticos para su activacion catalitica, y que se conocen como el
bucle de activacidn (“Activation loop”, AL), motivo de giro (“Turn motif”, TM), y motivo hidrofébico
(“Hydrophobic motif”, HM) (Freeley et al., 2011; Newton, 2001). Las fosforilaciones de estos sitios
estan conservadas en las diferentes isoenzimas, a excepcién de las PKC atipicas que no se fosforilan
en el motivo hidrofébico, ya que presentan un residuo de 4cido glutdmico que al llevar carga negativa
actda de forma similar a un residuo fosforilado. Estos sitios de fosforilacion también se encuentran
conservados en otras quinasas de la familia AGC como PRKs (PRK1/PKN, PRK2 y PKNp), RSK,
S6K y PKB (Figura 1.5).

Fosforilacion en el bucle de activacion

En las células de mamifero el primer paso en el procesamiento de las PKCs es la fosforilacion
de un residuo conservado de treonina en el bucle de activacion. Miltiples evidencias han demostrado
que la quinasa dependiente de fosfoinositidos PDK-1, es la responsable de la fosforilacion del bucle de
activacién en la mayoria de las PKCs, asi como de las proteinas 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 fosforilaciéon del bucle de activacién regula su

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

La fosforilacién de sustratos por la PDK-1 estd sometida a un control muy estricto in vivo.
Concretamente, para que la PKC pueda ser fosforilada por la PDK-1 debe encontrarse en una
conformacién y localizacién correctas (Toker y Newton, 2000). Generalmente, la enzima recién
sintetizada se localiza en la membrana donde adopta una conformacion en la que el pseudosustrato
queda fuera del centro activo exponiendo el sitio de fosforilaciéon del bucle de activacién (Dutil y

Newton, 2000).

La fosforilacién del bucle de activacion de las PKCs es crucial para su activacidon y
estabilizacion con la excepcidon de PKCd (Liu et al., 2006). En ausencia de fosforilacién, la actividad
catalitica de PKC9 se estabiliza gracias a la presencia de dos residuos de fenilalanina y una regién de
20 aminoécidos localizados aguas arriba del dominio quinasa (Liu ef al., 2006). Curiosamente, dichos
residuos de fenilalanina no estan conservados en el resto de isoformas de la PKC, lo que explicaria por
qué esta isoforma es activa en ausencia de fosforilacién en el bucle de activacién. Ademas, se ha
propuesto que la fosforilacion del AL en la PKCd tiene lugar bien mediante autofosforilacién o por
medio de quinasas desconocidas (Freeley et al., 2011). De manera similar, en células T humanas la
PKC6 es capaz de autofosforilarse en el AL tras su expresion en bacteria (Czerwinski et al., 2005).

También se ha descrito que otras enzimas como la biliverdina reductasa o la proteina quinasa activada
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por AMP (AMPK) podrian influenciar, respectivamente, la fosforilacién del bucle de activacion de
PKCBII y PKCC, (Gusarova et al., 2009; Maines et al., 2007). Todas estas evidencias sugieren que la
PDK-1 y/o otras vias de sefializacidn alternativas regulan la fosforilacion del bucle de activacion de las
PKCs, aunque claramente son necesarios mds estudios para obtener una visién méis completa sobre la

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

Bucle de activacion

I
PKCa ICKEHMMD GV T TRT497 F C( ‘I APEI | AYQPYGKSVDWWAY
PKCB ICKENI WDGV T TKT5% F C( ‘I APEI | AYQPYGKSVDWWAF
PKCy ICKENVFPGSTTRT54FC( ‘I APEI | AYQPYGFKVDWWSF
PKC3 ICKE P SENRASTS07FC( ‘I APEI LQGLKY I SVDWWSF
PKC@ NICKE Mo SDAKTNTS38FC( ‘I APEI LLGQKY....3VDWWSF
PKCe ICKEGI LNGVTTTTS6FC( ‘I APEI LQELEYGPSVDWWAL
PKCn ICKEGI CNGVTTAT"2FC( ‘I APEI LQEMLYGPAVDWWAM
PKC ICKEGLGPGDTTST4?FC( ‘I APElI LRGEEYGFSVDWWAL
PKCI ICKEGLRPGDTTST*3FC( ‘I APEI LRGEDYGFSVDWWAL!
PKN1 DFGL CKEGMGYGDRTST7*FCGTPEFLAPEVLTDTSYTRAVDWWGL
PKB DFGL CKEGI KDGATMKT3®® FCGTPEYLAPEVLEDNDYGRAVDWWGL
PKA DFGFAKR- VKG- - RTWT'®LCGTPEYLAPEI | LSKGYNKAVDWWAL
S6K1 DFGL CKESI HDGTVTHT2FCGTI EYMAPEI LMRSGHNRAVDWWS L
RSK DFGL SKEAI DHEKKAY S2'/FCGTVEYMAPEVVNRQGHSHSADWWSY

Figura 1.5 Alineacion de las secuencias del bucle de activacion de los dominios cataliticos 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 activacién.

La fosforilacion del bucle de activacion de las PKCs posiciona correctamente los residuos para
la catélisis, desenmascara la entrada al sitio de unién del sustrato, y es necesaria para iniciar el
procesamiento del extremo carboxilo de la quinasa mediante dos fosforilaciones secuenciales. La
primera fosforilacion se produce en el motivo de giro, y tiene un papel importante en la maduracién y
estabilidad de las PKCs, ademas de servir como plataforma para el establecimiento de interacciones
proteina-proteina. Tras esta fosforilacion, se produce la fosforilacién en el motivo hidrofébico.
Aunque esta fosforilacién no es esencial para la funcién de la enzima, influye en su localizacién
subcelular y en su estabilidad. Ademads, las secuencias que rodean al motivo hidrofébico de la PKC

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

Fosforilacion en el motivo de giro

Esta modificacién 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 cristalizacién 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 er al., 2005). Aunque numerosos datos apoyan que esta

fosforilaciéon es importante para la estabilizacién de la proteina, no existe sin embargo un consenso
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claro en la literatura en cuanto a la importancia de esta fosforilacién para la actividad catalitica de las
PKCs, ya que ésta se ve afectada de diferente manera segiin la isoforma estudiada. Una posible
explicacion es que la dependencia de dicha fosforilacion 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 fosforilacién
(Bornancin y Parker, 1996; Li et al., 1997).

Aunque en un primer momento, la fosforilacion del TM se creia dependiente de
autofosforilacion, estudios recientes han demostrado que el complejo mTOR (“mammalian Target of
Rapamycin”) regula la fosforilacion de este motivo en algunas isoformas de la PKC (Facchinetti et al.,
2008; Ikenoue et al., 2008; Lee et al., 2010). mTORC?2 ha sido implicado de forma indirecta en la
fosforilaciéon del motivo de giro en las PKCs clasicas (o, BL, BII, y v) y PKCe de fibroblastos
embrionarios murinos (Facchinetti et al., 2008; Ikenoue et al., 2008). Los datos obtenidos hasta el
momento sugieren que la fosforilacién de las isoformas PKC 6, 6, n, { y 1 no es dependiente de
mTORC2, por lo que otras rutas de sefializacién o mecanismos de autofosforilacion estarian

implicados en el proceso.

Fosforilacion en el motivo hidrofobico

Es el tdnico sitio cuya fosforilacién no es esencial para la funcién de la enzima (Newton,
2001). Se encuentra conservado en las PKCs clasicas y nuevas, pero no estd presente en las atipicas
(Figura 1.6). En estas ultimas, el residuo fosforilable de Ser o Thr se encuentra sustituido por un
residuo de acido glutamico. Estudios estructurales han demostrado que el grupo fosfato cargado
negativamente en el HM establece enlaces de hidrégeno con un residuo de glicina conservado que
contribuye a la estabilizacién de la enzima (Grodsky et al., 2006; Xu et al., 2004). En el caso de las
PKC:s atipicas el residuo de Glu presente en el HM realizarfa una funcién similar (Messerschmidt et
al., 2005).

Ademds, la secuencia adyacente al HM actia como un motivo de anclaje para la PDK-1
(Balendran et al., 2000), de forma que este sitio queda expuesto para la uni6én de esta enzima cuando
la PKC no se encuentra fosforilada, pero se enmascara en la conformacion fosforilada y activa (Gao et

al., 2001).

El impacto funcional de la ausencia de fosforilacién en el HM difiere segtn la isoforma de
PKC estudiada. Por ejemplo, la mutacién del HM en PKCBII no tiene impacto en su actividad
catalitica, pero es necesaria para su estabilidad y su capacidad de sefializacion (Edwards y Newton,

1997).

Otras evidencias sugieren que los complejos mMTORCI y mTORC2 y otras vias de
sefalizacién participan en la fosforilacién del HM de diferentes PKCs, regulando su funcioén de

manera diferencial (Facchinetti ef al., 2008; Ikenoue et al., 2008; Parekh et al., 1999).
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Motivo de giro Motivo hidrofobico

| [
PKCa QPVLTS® PP- DQ- - - LVI AN- | DQSDFEGE S%7 YVNPQF VHPI LQSAV

PKCBI  PVELTS PT-DK---LFI MN- LDQNEFAGE s YTNPEFVI NV

PKCBII  PPVLT® PP-DQ---EVIRN- | DQSEFEGE $% FYNSEFLKPEVKS

PKCy APALT® PP-DR---LVLASSI DQADFQGE T¥* YYNPDFVHPDARSPTSPVPV
PKCB KPQLS FS- DK---- NLI DSMDQTAFKGE S** FYNPKYEQFLE

PKC8 KPRLS"® FA- DR---- ALI NSMDQNMERNE S*° F) NPGWSG
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Figura 1.6 Alineacion de las secuencias del motivo de giro y motivo hidrofébico del dominio catalitico de las distintas
isoformas de PKC, PKN, PKB, PKA, S6K y RSK. En rojo se marcan los residuos de fenilalanina del motivo

hidrofébico, y en verde y azul el residuo fosforilable del motivo de giro e hidrofébico, respectivamente.

1.3.1.4.2. Regulacion por cofactores

Fosfatidilserina

La fosfatidilserina es un cofactor indispensable para la activacion de algunas isoformas de la
PKC. Este aminofosfolipido se encuentra presente exclusivamente en la cara citoplasmatica de la
membrana plasmatica. En ausencia de DAG, la PKC presenta poca selectividad por la fosfatidilserina,
pero su presencia aumenta su afinidad por esa molécula (Newton, 2001; Newton, 2004). Para la
localizacién de la PKC en la membrana plasméitica primero se produce la interacciéon del dominio C2
con la fosfatidilserina y PIP, de la membrana a través de Ca*’, lo que favorece que el dominio C1
interaccione con DAG, permitiendo un mejor anclaje de la PKC a la membrana (Corbalan-Garcia y

Gomez-Fernandez, 2006).

DAG y ésteres de forbol

Los ésteres de forbol y el DAG provocan un aumento muy fuerte en la afinidad de las PKCs
por la membrana. Aunque los dos ligandos regulan la PKC mediante el mismo mecanismo, sus
efectores son diferentes. Asi, los ésteres de forbol son metabolizados con mucha mis lentitud que el
DAG, provocando una activacién mas prolongada y potente. Los ésteres de forbol pueden estimular
directamente la proteina quinasa C, (PKC), concretamente a la regién N-terminal de la PKC, conocida

como dominio C1 (Ono et al., 1989a).
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El DAG puede ser producido por dos rutas diferentes: mediante la hidrélisis del PIP,
catalizada por la PLC (“Phospholipase C’), que produce IP; y DAG, o por la hidrdlisis de la
fosfatidilcolina, catalizada por la PLD (“Phospholipase D”). En este caso se produce acido fosfatidico
y colina, y el 4cido fosfatidico es convertido en DAG por accion de una fosfomonoesterasa (Liu y

Heckman, 1998; Newton, 2001).

Calcio (Ca™)

El IP; generado por la hidrélisis de PIP, provoca la movilizacién de Ca®" intracelular. Este
cation facilita la translocacion de la PKC, incrementando la afinidad de su dominio C2 por los lipidos
aniGnicos. Sin embargo, el aumento en la concentracién de Ca*" intracelular no es indispensable para
la translocacién y activacidon de la PKC si se produce una unién suficientemente fuerte a través del
dominio CI. El DAG vy el Ca®* tienen un efecto sinérgico sobre la activacién de la enzima, y la
presencia de uno de ellos reduce la cantidad del otro que es necesaria para la activacion (Newton,

2001).

Fosfatidilinositidos

La PKC también puede ser activada por fosfoinositoles fosfato como el fosfatidilinositol (PI),
el fosfatidilinositol (4)-fosfato (PIP), el fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato (PIP,) y el fosfatidilinositol
(3.4,5)-trifosfato (PIP;), en presencia de calcio y fosfatidilserina (Liu, 1996). El PIP, 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. Regulacion independiente de segundos mensajeros

Algunas PKCs clésicas y PKCs nuevas que pueden activarse independientemente de los
segundos mensajeros, lo que hace mas compleja la senalizacién de la PKC. Por ejemplo, ciertas
PKCs pueden ser activadas por la acumulacidon de especies reactivas de oxigeno (ROS), que a
menudo estan elevadas en enfermedades como el cancer, las enfermedades cardiovasculares y la

neurodegeneracién (Rahman, 2007).

1.3.1.4.4. Regulacidon por union a proteinas 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
desempefiar funciones especificas en la célula. La localizacién subcelular diferencial de los distintos
isotipos parece ser la razon fundamental de esta especificidad (Jaken, 2004; Mochly-Rosen y Gordon,

1998).

La localizacién subcelular de la PKC es regulada por proteinas de anclaje o adaptadoras que
las mantienen cerca de sus sustratos, de reguladores de su actividad (fosfatasas o quinasas), o de
compartimentos intracelulares especificos. Las proteinas de anclaje también juegan un papel

importante en la duracidén y amplitud de la actividad de la PKC, asi como en la especificidad del
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sustrato. Teniendo en cuenta que hay multiples isoenzimas de PKC expresadas en la misma célula que
son activadas por los mismos estimulos, las proteinas de anclaje proporcionan un nivel de selectividad
funcional. Estas proteinas adaptadoras de la PKC también tienen relevancia clinica ya que se ha

demostrado que cambian el perfil farmacoldgico de la PKC.

Se han descrito un gran nimero de proteinas de unién a PKC que pueden ser especificas 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 proteinas adaptadoras de la
familia AKAP, que localizan a la PKC fosforilada e inactiva cerca de sus sustratos. Dentro del
segundo grupo estan las proteinas de la familia RACK (“Receptor for Active C protein Kinase”), que
anclan a la PKC fosforilada y activa a localizaciones celulares especificas. Algunas de estas proteinas
adaptadoras son, ademas, sustratos de la PKC, como las proteinas 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. Regulacion por desfosforilacion

Las isoformas clésicas y nuevas de la PKC son relativamente resistentes a la desfosforilacién
cuando se encuentran en su conformacién inactiva. Sin embargo, cuando las PKCs se encuentran
unidas a la membrana en la que el ligando estid acoplado, adoptan una conformacién abierta que es
facilmente desfosforilada en el motivo hidrofébico (HM) por una proteina fosfatasa con un dominio
PH rico en leucina (PHLPP) (Dutil ef al., 1994; Gao et al., 2008), que la deriva a la fraccion celular
insoluble en detergentes. Es ahi donde las fosfatasas que son sensibles al acido okadaico, como la
proteina fosfatasa 2A, promueven la desfosforilacién de la PKC en el bucle de activaciéon (AL) y el
motivo de giro (TM) (Hansra et al, 1996). En general, la activacion prolongada favorece la

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

La isomerizacién del motivo de giro de las PKC clasicas por la peptidil-prolil isomerasa
(Pinl) es necesaria para que las PKCs clasicas lleguen a ser desfosforiladas (Abrahamsen et al., 2012).

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

1.3.1.4.6. Regulacion por protedlisis

La protedlisis es un proceso que inhibe la actividad biologica de las PKCs. El interés sobre la
protedlisis de la PKC surgi6 al observar que los ésteres de forbol provocan una reduccion (“Down-
regulation”) en la cantidad de PKC celular, y es debido, al menos en parte, a un aumento en la

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

La PKC desfosforilada es degradada fundamentalmente a través de la via de la ubiquitina-
proteasoma (Lee ef al., 1996; Lu et al., 1998). Curiosamente, la ubiquitinacién es dependiente de la
actividad de PKC (Lee et al., 1996), la cual, ademas, puede hiperactivar la actividad de la ubiquitina

(Kong y Chock, 1992; Wall et al, 2000). Por tanto, la PKC actuaria en un circuito de
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retroalimentacién negativa, en el que se incrementaria su tasa de destruccidn, con la consiguiente

inactivaciéon (Wang et al., 2016).
1.3.1.5. Maduracion 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 unién a nucleétidos, la fosforilacion del dominio
quinasa y la interaccién alostérica con efectores (lipidos y/o proteinas). El primer paso en la
maduracidn de las isoformas PKC clésicas y nuevas consiste en la union de la chaperona HSP90 y la
co-chaperona CDC37 al motivo PXXP del dominio quinasa (Gould et al., 2009). A continuacion, tras
la unién 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 estabilizacidén y son por tanto esenciales para evitar la degradacion
proteolitica de la enzima (Borner ef 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 conformacién abierta en la que el motivo pseudosustrato no ocupa la cavidad de unién a sustrato
(Dutil y Newton, 2000). En el caso de las isoformas clésicas y nuevas la fosforilacién en el AL es
constitutiva, mientras que las atipicas 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 mTORC?2. No se
sabe todavia si mMTORC2 fosforila directamente estos sitios o si funciona como una chaperona para
permitir que la PKC recién sintetizada adopte una conformacion fosforilable. Las isoenzimas de PKC
atipicas difieren en que su fosforilacién en el motivo de giro es co-traducionalmente modificada por
mTORC?2 unido al ribosoma y que tienen un residuo 4cido (Glu) en el motivo hidrofébico (Facchinetti
et al., 2008; Ikenoue et al., 2008; Jacinto y Lorberg, 2008). Como consecuencia, la PKC adopta su
conformacién madura gracias a la interaccién entre la regién carboxilo terminal fosforilada y el
dominio amino terminal, lo que produce su redistribucién por el citoplasma. Esta especie fosforilada
es competente cataliticamente, pero mantiene una conformacién inactiva “cerrada” en la que el
dominio pseudosustrato ejerce una regulacion negativa mediante su ocupacién del dominio de unién al
sustrato. De hecho, esta conformacién “cerrada” es esencial para la acumulacién eficiente de las

isoformas PKCa y PKCe en su estado fosforilado (Cameron et al., 2009).

En respuesta a determinados estimulos extracelulares que activan a los receptores acoplados a
proteinas G o de tirosin-quinasa en la membrana plasmatica se produce la activacion de la fosfolipasa
C (PLC), que promueve la hidrélisis de PIP, a IP; (Ins(1,4,5)P;) y diacilglicerol (DAG). El DAG
generado permanece en la membrana plasmadtica, mientras que el IP; se transloca al citoplasma, lo que
provoca un aumento intracelular de Ca®*. Esto hace que el dominio C2 se una a la membrana
plasmética a través de la coordinacién de calcio con los lipidos anidnicos y, como consecuencia, se

favorece la interaccidn del dominio C1 con lipidos de la membrana y DAG. Esto posiciona a la PKC
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produciéndose la liberacion del pseudosustrato del centro activo, lo que lleva a la fosforilacién de
sustratos y a la maxima activaciéon de la PKC (Newton, 2009; Steinberg, 2008). Cuando la PKC se
encuentra en su conformacidn abierta con el bolsillo de unién a nucleétidos vacio es desfosforilada y
degradada (Srivastava et al., 2002). Sin embargo, la uniéon de HSP70 al motivo de giro desfosforilado

permite que la PKC se vuelva a fosforilar para mantener la vida util de sefializacién de la enzima.

Las isoenzimas de PKC nuevas estian reguladas por mecanismos similares excepto que su
dominio C2 no funciona como un sensor de calcio. Las isoenzimas de PKC atipicas se activan al
unirse a proteinas de anclaje especificas que unen al dominio pseudosustrato fuera del sitio de unién al

sustrato (Newton y Brognard, 2017).
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Figura 1.7 Modelo de regulacion de la PKC desde su biosintesis a su degradacion (Adaptado de Newton, 2017).

1.3.1.6. La PKC como proteina de anclaje (‘“Scaffold protein)

Utilizando un modelo muy simplificado se podria argumentar que la proteina quinasa C actda
como un interruptor molecular dependiente de su unién a nucleétidos (ATP). Cuando no estd unida a
nucleétidos, se encuentra desfosforilada y en una conformacion abierta con un dominio regulatorio
totalmente expuesto. Cuando estd unida a nucledtidos la proteina se encuentra fosforilada y en una

conformacién activa pero cerrada debido en parte a la interaccion del dominio PS con la cavidad de
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unidn a sustrato (Cameron ef 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 expresion del dominio regulatorio de PKCS promueve el
crecimiento de neuritas, siendo este mds eficiente tras la sobre-expresion de una versién
cataliticamente inactiva de la quinasa en relacion a la version silvestre (Ling et al., 2004). Esta
propiedad también la presentan los mutantes inactivos de PKCa que presentan una conformacién
abierta. Por ejemplo, la expresiéon del mutante en el sitio de uniéon a ATP de PKCa desencadena
apoptosis, una capacidad que no presenta ni la version silvestre ni una versidn cataliticamente inactiva
mutada en el residuo de aspartico presente en el subdominio VI en la secuencia YRDLK (Cameron et
al., 2009; Cameron et al., 2008). Estas y otras evidencias sugieren que la activacidn alostérica de la
PKC le confiere multiples funciones dependientes tanto del dominio regulatorio como del dominio

catalitico.

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

La regién C-terminal de las PRKs presenta un dominio quinasa cuya secuencia presenta una
elevada homologia con la de los miembros de la familia PKC. Se ha descrito que la GTPasa RhoA
incrementa la actividad de las PRKSs in vitro como consecuencia de su unioén al dominio HR1 de la
region N-terminal de la quinasa donde también estd localizado el motivo pseudosustrato (Shibata et
al., 1996). La unién de Rho con el motivo HR1 induce un cambio conformacional que permite la
interaccion de la PDK-1 con la PRK, fosforildndola en el AL y estimulando su actividad quinasa
(Flynn et al., 2000). No obstante, se desconoce el mecanismo molecular preciso responsable de este
fendmeno. Ademas del dominio HR1, otro dominio del extremo N-terminal de las PRKs denominado
HR2 esta implicado en la activacién de la quinasa por lipidos y en su anclaje a las membranas
bioldgicas (Mukai, 2003). Asimismo, el extremo C-terminal del dominio HR2 se comporta como una
region autoinhibidora de la actividad de las PRKs y es sensible al acido araquidénico (Yoshinaga et

al., 1999).

1.3.2. Proteinas quinasas C en levaduras modelo

1.3.2.1. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae posee una Unica proteina ortéloga a PKC denominada Pkcl. Se
trata de una proteina esencial que es parte integral de la ruta de MAP quinasas de integridad celular en
este organismo, ademdas de regular distintos procesos relacionados con el control de la morfogénesis y
la progresion del ciclo celular (Levin, 2011; Levin et al., 1990) (Figura 1.8). La interrupcién del gen
pkel” es letal bajo condiciones normales de crecimiento (Levin y Bartlett-Heubusch, 1992; Paravicini

et al., 1992). De hecho, las células mutantes pkcIA presentan defectos importantes en la pared celular
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como son la capa interna y externa mas delgada y una membrana plasmatica separada de la pared en
algunos puntos (Levin et al., 1994; Paravicini et al., 1992; Roemer et al., 1994). Pkcl es una proteina
quinasa de 132 kDa que presenta varios dominios regulatorios. En la regién amino-terminal posee dos
copias del dominio HR1, estructuralmente similar al presente en PRK1/PKN y PRK2 en mamiferos
(Flynn et al., 2000; Mellor y Parker, 1998). Ademads, presenta un dominio C2, un motivo
pseudosustrato, un dominio C1, el dominio quinasa y la regién VS5 (Figura 1.8). Sin embargo, a pesar
de poseer los dominios C1y C2, Pkcl no esté regulado ni por Ca** ni por DAG debido a la alteracién

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

La GTPasa Rhol contribuye a la estabilizacion y distribucién espacio/temporal de Pkcl en los
sitios de crecimiento activo y en las zonas donde se produce dafio en la pared celular (Andrews y
Stark, 2000). Tras su interaccion con Rhol, Pkcl es fosforilado in vivo en el residuo T983 del bucle de
activacion por medio de las quinasas Pkhl y Pkh2, que son los dos ortélogos a PDK-1 presentes en
este organismo, siendo dicha fosforilacién esencial para su activacidén catalitica y el desarrollo de su
funciones bioldgicas. Se ha sugerido que la fosforilacion de Pkcl en T983 podria no ser necesaria en
determinados contextos bioldgicos (Roelants et al., 2004). Por ejemplo, el mutante de Pkcl no
fosforilable por PDK-1 es capaz de conferir resistencia a miriocina a una cepa pkciA4, lo que sugiere
que la propia proteina independientemente de su actividad catalitica 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 pkc/A4 no son viables en condiciones normales de crecimiento salvo en

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

En Saccharomyces cerevisiae, la actividad de Pkcl estd influenciada indirectamente por la
proteina quinasa Tor2, ya que ésta participa en la regulaciéon de Rom2, una proteina con actividad GEF
que regula positivamente a la GTPasa Rhol (Helliwell et al., 1998; Ozaki et al., 1996; Schmelzle et
al., 2002; Schmidt et al., 1997).

Al igual que ocurre en las células de mamifero, Pkcl también se encuentra regulada por la via
ubiquitina-proteasoma. En concreto, Wang et al. (2008) han demostrado que la enzima Ubp3, con
actividad deubiquitinante, regula negativamente la cantidad de Pkcl. La falta de Ubp3 causa una
estabilizacion de la proteina lo que conlleva un incremento en su abundancia, observandose el mismo
efecto en los mutantes con un proteasoma defectivo. El aumento en los niveles de Pkcl supone un
incremento en la sefializacién dependiente de Pkcl. Aunque en S. cerevisiae no se conoce en detalle el
mecanismo molecular responsable del proceso, en mamiferos las enzimas deubiquitinantes facilitan la
protedlisis 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.

1.3.2.2.  Schizosaccharomyces pombe

La levadura con fisién S. pombe posee dos ortélogos a PKC denominados Pckl y Pck2.
Contrariamente al modelo de S. cerevisiae, los mutantes simples pckIA4 o pck24 son viables, aunque la
doble delecion de ambos genes es letal, lo que sugiere que Pckl y Pck2 comparten funciones
esenciales durante el crecimiento celular (Toda et al., 1993). Los mutantes pck24 muestran defectos en
la polaridad celular, paredes celulares delgadas, e hipersensibilidad a temperaturas elevadas y al
tratamiento con enzimas liticas (Arellano et al., 1997; Toda et al., 1993). La delecién de Pckl no
causa fenotipos evidentes, excepto una sensibilidad moderada frente al calcoflior y la equinocandina
B, un inhibidor de la B-glucdn sintasa (Arellano et al, 1997). Por otro lado, mientras que la
sobreexpresion de Pckl no produce alteraciones notorias, la sobreexpresion de Pck2 es letal, dando

lugar a células con paredes muy gruesas y deformadas (Arellano et al., 1999).

Pckl1 y Pck2 también estin relacionadas desde el punto de vista estructural y funcional con las
quinasas asociadas a Rho de mamiferos (“PKC-Related Kinases o PRKs”). Pckl y Pck2 son proteinas
con una vida media corta que contienen en su extremo amino terminal dos secuencias HR1
responsables de su unidn a las GTPasas Rhol y Rho2 (Sayers et al., 2000), y secuencias tipo PEST en
el extremo N-terminal, implicadas en su degradacion por el proteasoma (Arellano et al., 1999) (Figura
1.8). Pckl y Pck2 son muy inestables y su interaccion con cualquiera de las GTPasas de la familia
Rho, Rhol o Rho2, aumenta su estabilidad (Arellano et al., 1999; Villar-Tajadura et al., 2008a).
Ademéds, dicha unién promueve cambios en su localizacién, estabilizdndolas en los sitios donde su
funcion es requerida. De hecho, Pckl y Pck2 co-localizan con Rhol y Rho2 en zonas de crecimiento

(Matsuyama et al., 2006).

Se ha demostrado que Rhol y Rho2 regulan de forma coordinada la biosintesis del (1,3) B-D-

glucano (Rhol) y a-glucano (Rho2), los dos principales componentes de la pared celular de S. pombe,
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fundamentalmente por medio de Pck2 (Arellano ef al., 1999; Calonge et al., 2000). El papel de Pckl
en el control de la integridad celular atin no se ha dilucidado en detalle. pckl” presenta interacciones
genéticas con rasl”, rall”y ppel”, por lo que podria estar controlando la integridad celular a través
de vias alternativas. Ademas, Rhol, Rho2, Pckl y Pck2 son activadores de la ruta de MAP quinasas de
integridad celular de este organismo, cuya organizacion se describe detalladamente mis adelante

(Apartado 1.6).

Nuestro grupo ha demostrado que Ksgl se asocia in vivo con Pckl 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
activacion y que esta fosforilacion se encuentra regulada ademds por un mecanismo de
autofosforilaciéon. Esta autofosforilacion es probablemente el mecanismo responsable de la
fosforilacién in vivo del residuo conservado de T984 en el motivo de giro de Pck2 (Madrid et al.,
2015). Estos eventos junto con la unién a Rhol y/o Rho2 estabilizan y hacen que Pck2 sea competente
para ejercer sus funciones bioldgicas incluyendo la activacion de la ruta CIP (Madrid ef al., 2013). Sin
embargo, a diferencia de la mayoria de las PKCs, la fosforilacion in vivo de Pck2 en T842 no es
necesaria para la transmision de sefiales hacia la ruta de MAP quinasas de integridad celular durante el
crecimiento y en respuesta a estrés. La activacién catalitica y funcién bioldgica de Pck2 es
dependiente de la fosforilacion conjunta en T842 (bucle de activacion) y en T984 (motivo de giro),
aunque se ha sugerido que este proceso es también regulado por la fosforilaciéon del residuo
conservado en T846 del bucle de activacién (Madrid et al., 2015). La sintesis de novo de Pck2 es
critica para la activaciéon de Pmkl, la MAP quinasa central de la ruta de integridad celular, en
respuesta al dafio en la pared celular o tras el ayuno de glucosa, pero no en respuesta al estrés osmotico

salino (Madrid et al., 2015).

1.4. Laruta TOR (“Target of Rapamycin”)

TOR (“Target Of Rapamycin”) es una proteina quinasa que controla el crecimiento y
metabolismo celulares en respuesta a cambios en las condiciones nutricionales (aminoécidos), factores
de crecimiento, niveles de energia celular, y en respuesta a estrés. TOR activa el crecimiento mediante
la regulacién positiva de procesos anabdlicos y negativa de procesos catabdlicos, los cuales
colectivamente favorecen la acumulacion de masa celular. Los procesos anabodlicos activados por TOR
incluyen la transcripcion, la sintesis de proteinas, la biogénesis de ribosomas, el transporte de
nutrientes y el metabolismo mitocondrial. Por el contrario, TOR reprime los procesos catabdlicos tales
como la degradaciéon del RNA mensajero, la protedlisis dependiente de ubiquitina, la autofagia y la
apoptosis. TOR desempefia un papel clave en el desarrollo y el envejecimiento y ha sido implicado en

trastornos como el céncer, las enfermedades cardiovasculares, la obesidad y la diabetes (Hall, 2008).
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1.4.1. Conservacion evolutiva de la ruta de sefializacion TOR

TOR fue descubierto mediante el andlisis genético de mutantes de Saccharomyces cerevisiae
que presentaban resistencia a la inhibicién del crecimiento por rapamicina, lo que permitié la
identificacion de dos quinasas TOR, TOR1 y TOR2 (Heitman et al., 1991). Ademas, se demostré que
la rapamicina se asocia con la peptidil-propil cis/trans isomerasa (FKBP12) con la que forma un

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
estudios realizados previamente en levaduras. A mediados de los 90, estudios bioquimicos llevaron a
la identificaciéon y la clonaciéon de su homdlogo en mamiferos, mTOR (“mammalian target of
Rapamycin”), también conocida como FRAP, RAFT, RAPT, o SEP (Sabatini et al., 1994). Hasta el
momento todos los genomas eucariotas analizados, incluyendo levaduras, algas, plantas, gusanos,
moscas y mamiferos contienen al menos una copia de TOR, lo que sugiere que TOR se conserva en

todas las formas de vida eucariotas (Wullschleger ef al., 2006).

1.4.2. Estructura de las quinasas TOR

Las proteinas quinasas TOR presentes en organismos eucariotas son serin/treonin-quinasas de
gran tamafio (~280 kDa), y comparten un 40-60% de identidad en su secuencia de aminodcidos.
Pertenecen a un grupo de proteinas conocidas como PIKKs (“Phosphoinositide 3™-Kinase-related
Kinases”), ya que presentan en su extremo carboxilo terminal un dominio quinasa con alta homologia

al dominio catalitico de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) (Figura 1.9).

Rapamicina
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Figura 1.9. Estructura de mTOR.

A nivel estructural, las quinasas TOR se mantienen conservadas en la mayoria de los
organismos. En la regién amino terminal se encuentran las repeticiones HEAT (por Huntington,
Elongation factor 3 (EF3), protein phosphatase 2A (PP2A), and the yeast kinase TORI), que
participan en la mediacién de interacciones proteina-proteina (Andrade y Bork, 1995). Ademas,
también presentan un dominio FAT central (FRAP, ATM, TRRAP) poco conservado entre este tipo de
quinasas PIKK, y un dominio FATC (FRAP, ATM, TRRAP, C-terminal) bastante conservado. Ambos
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flanquean al dominio FRB (dominio de unién al complejo FKBP12-rapamicina) y al dominio quinasa,
respectivamente, los cuales son tipicos 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 TORC?2, presentes tanto en organismos eucariotas superiores como

en levaduras (Wullschleger et al., 2006).

1.4.3. TOR en organismos superiores

1.4.3.1. Caracteristicas generales

A diferencia de lo que ocurre en levaduras, los eucariotas superiores poseen una tnica copia
del gen TOR, llamado mTOR (Crespo et al., 2005). Su interrupciéon conduce al bloqueo y muerte
embrionaria de forma temprana tanto en moscas como en mamiferos, indicando que TOR juega un

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

1.4.3.1.1. mTORCI1

El complejo TORC1 en mamiferos (mTORC1) esta implicado en la regulacién de los aspectos
temporales del crecimiento celular y su actividad se inhibe por la unién del complejo FKBP12-
rapamicina tanto in vivo como in vitro (Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al., 2004). mTORC]1 esta
formado por las proteinas mTOR, RAPTOR (“Regulatory Associated Protein of mTOR”),
mLST8/GBL (“Lethal with SECI3 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 proteina adaptadora de 150 kDa cuya estructura se encuentra conservada de
levaduras a humanos. Es esencial para el ensamblaje y localizacion de mTORC1 y también podria
contribuir a la estabilidad del complejo (Kim et al., 2002). Estructuralmente presenta una zona amino
terminal conservada (RNC), seguida de 4 repeticiones HEAT en posicién central y 7 repeticiones
WD40 en la region carboxilo terminal. La uniéon RAPTOR-mTOR es sensible a la rapamicina y a la
ausencia de nutrientes. RAPTOR es necesario para la correcta fosforilacion de S6K1 y 4E-BP1 por

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

mLST8 es una proteina conservada de 36 kDa presente tanto en mTORC1 como en mTORC?2,
que presenta 7 repeticiones WD40 e interactiia solo con la region del dominio quinasa de TOR de
forma independiente de otros factores (Adami et al., 2007; Yip et al., 2010). En células de mamifero,

la interaccién de mLST8 con mTOR estimula fuertemente la unién 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 ef

al., 2010).
DEPTOR

DEPTOR, también denominado DEPDC6, es una proteina de 46 kDa que interacciona con
mTOR vy, cuya expresion estd regulada a través de mecanismos transcripcionales y postraducciones
mediados por mMTORC1 y mTORC2. DEPTOR estid compuesto por dominios DEP (“Dishevelled, Egl-
10 and Pleckstrin domain”) en su extremo amino terminal y un dominio PDZ ( “Postsynaptic density
95, discs large, zonula occludens-17) en su extremo carboxilo. Funcionalmente, DEPTOR actia como
inhibidor de mTOR, al cual se une de forma directa. La pérdida de DEPTOR promueve la actividad
quinasa de mTORCly mTORC2 favoreciendo el crecimiento y la supervivencia celular. La
sobreexpresion de DEPTOR inhibe la actividad de mTORCI1, lo cual conduce a una activacion de la

sefializacion PI3K/mTORC2/AKT (Peterson et al., 2009).
PRAS40

PRASA40 es una proteina de 40 kDa enriquecida en residuos de prolina que interactia con
RAPTOR, la cual se une a mTORCI en células privadas de insulina y cuya interaccién in vitro con
mTORCI se interrumpe por concentraciones altas de sal. PRAS40 inhibe el crecimiento celular, la
fosforilacién de S6K1 y la activacion mTORCT1 por Rheb. PRAS40 es sustrato de AKT y también es
componente y sustrato de mTORCI1, ya que posee un motivo estructural caracteristico de proteinas
fosforiladas por mTOR denominado TOS (“TOR signaling motif”). De esta forma, la fosforilacién de
PRAS40 tanto por AKT como por mTORCI provoca la disociacion de PRAS40 del complejo

mTORCI, lo que conlleva a su activacidn (Sancak et al., 2007).

1.4.3.1.2. mTORC2

En 2004 se descubrié el complejo TORC2 de mamiferos, el cual estd compuesto por mTOR,
RICTOR (“Rapamycin-independent companion of mTOR”), mLST8/GBL (“Lethal with SECI3
protein 8”), mSIN1 (“Stress activated protein kinase-interacting protein 1”°), PROTOR/PRRS
(también conocido como Protorl 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 catalitica in vitro

(Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al., 2004).
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Figura 1.10. Composicion y funcién de los complejos mTORC1 y mTORC2 en mamiferos (Adaptado de Cybulski y
Hall, 2009).

RICTOR

RICTOR es un componente clave de mTORC2. Ambos desempefian un papel esencial en el
crecimiento y desarrollo embrionario, tal vez debido al control que mTORC2 ejerce sobre la
organizacion del citoesqueleto de actina (Shiota et al., 2006). RICTOR tiene pocas regiones
conservadas y sus dominios funcionales no han sido identificados hasta el momento. Sin embargo, se
han encontrado muiltiples sitios susceptibles de fosforilacién, uno de ellos diana de S6KI1. La
fosforilacién de RICTOR dependiente de S6K1 inhibe la fosforilaciéon de AKT en el residuo de S473
mediada por mTORC?2 afectando a la proliferaciéon celular. Este mecanismo representa una via de

posible comunicacién entre ambos complejos mTOR (Sarbassov ef al., 2005).
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mLSTS

mLST8 es una proteina conservada presente tanto en mTORC1 como en mTORC2. mLSTS,
que estd compuesto casi completamente por repeticiones WD, se une firmemente mTOR cerca del

dominio quinasa y se requiere para la integridad de mTORC?2 (Guertin et al., 2006; Kim et al., 2003).

DEPTOR

DEPTOR y mLST8 son las unicas dos proteinas que son comunes tanto en mTORCI1 como en
mTORC2. DEPTOR interactia con mTOR e inhibe la sefializacion de mTORC1 y mTORC?2.
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

mTORC?2 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 (Sinl),
mSIN1.2 (Sinl1B ) y mSIN1.5 (Sinla) se ensamblan de forma independiente con mTOR y RICTOR
(Frias et al., 2006). Curiosamente, la mayoria de los ort6logos mSIN1 contienen un dominio de unién
a Ras y un dominio de homologia a la plekstrina (PH), lo que sugiere que mSIN1 puede tener

funciones adicionales (Schroder ef al., 2007).

PROTOR/PRR5

Existen dos isoformas de PROTOR denominadas PROTOR1 y PROTOR2, las cuales
comparten homologia en una parte de su extremo amino terminal. PROTOR se une firmemente a
RICTOR pero, a diferencia de mSIN1, no es importante para la interaccion entre mTORC2-RICTOR
ni para la fosforilacién de AKT dependiente de mTORC2 (Woo et al., 2007). La depleciéon de
PROTORI1 afecta a la fosforilacién de SGK1, un sustrato de mTORC?2 importante en la respuesta

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

1.4.3.2. Reguladores aguas arriba de mTOR

mTORCI1 es regulado principalmente por nutrientes, factores de crecimiento, el estado

bioenergético de las células y la disponibilidad de oxigeno.

1.4.3.2.1. Regulacion de mTORCI por el Complejo TSCI1-TSC2

El complejo heterodimérico TSC1-TSC2 (“Tuberous sclerosis proteins™) juega un
papel clave como regulador y receptor de las sefiales de las multiples vias de sefializacidon que

influyen en la actividad de mTOR, incluyendo las sefiales 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 REDDI, y el estado de energia 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
mTORCI, la GTPasa Rheb, regulandolo negativamente (Figura 1.11). Tras su activacidn en
respuesta a factores de crecimiento u hormonas, las vias de sefializacion AKT/PI3K y RAS-
ERK fosforilan a TSC2, lo que deriva en la inhibiciéon del complejo TSC1-TSC2 (Hay y
Sonenberg, 2004) (Figura 1.11). La fosforilaciéon de TSC2 promueve la translocaciéon de
TSC2 al citosol, permitiendo la activacion mTORC1 (Cai et al., 2006). Ademas, algunos
estudios han demostrado que el complejo mMTORCI1 puede ser regulado incluso en ausencia de
TSC2, lo que podria sugerir la existencia de mecanismos de regulaciéon independientes de

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

1.4.3.2.2. Regulacion de mTORCI por Rheb

Avruch et al.(2009) demostraron que Rheb, miembro de la superfamilia de GTPasas
pequefias, es el activador de mTORC1 (Figura 1.11). En mamiferos, Rheb es codificado por dos genes
RHEBI" y RHEB2" (Patel et al., 2003). RHEBI es dominante sobre RHEB2 en la regulacion de
mTORCI1 in vivo (Zou et al., 2011). El mecanismo por el cual mMTORCI1 es activado por Rheb es poco
conocido. La GTPasa Rheb se une directamente al dominio quinasa de mTOR y como resultado de esa
unién, activa a mTORC]1. No obstante, esta interaccion parece ser débil y no ha sido detectada entre
proteinas enddgenas (Long et al., 2005). Curiosamente, la interaccidn entre Rheb-mTOR in vivo e in
vitro no depende de la unién de Rheb a GTP, aunque si la activacidn catalitica de la quinasa mTOR

(Sancak et al., 2007).

El complejo TSCI-TSC2 juega un papel crucial en la regulacién negativa de Rheb mediada
por factores de crecimiento, ya que su actividad GAP promueve la conversién de GTP a GDP. Sin
embargo, la regulacion positiva de Rheb a través de GEFs es mucho menos conocida (Wullschleger ef

al., 2006).

1.4.3.2.3. Regulacion de mTORCI por Rag

La GTPasa Rag es necesaria para activar a mMTORCI en respuesta a aminoacidos (Binda et al.,
2009; Kim et al., 2008; Sancak et al., 2008) (Figura 1.11). En mamiferos, Rag presenta 4 isoformas,
RagA y RagB que interactian con RagC y RagD para formar un heterodimero. El complejo Rag esta

constitutivamente anclado a la superficie del lisosoma, a través de su interaccion con Ragulator
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formado por las proteinas MP1, pl4 y p18 (Sancak et al., 2010). El adaptador de sefalizacidon p62
también interactia con Rag, favoreciendo la formacién del complejo Rag que es, ademads, estabilizado
por RAPTOR (Duran et al., 2011). En ausencia de aminoacidos, RagA/B, miembro dominante del
complejo, estd unido a GDP y es incapaz de reclutar a mTORCI1 en la superficie del lisosoma (Binda
et al., 2009). Como resultado, el complejo mTORCI1 se encuentra disperso en el citosol en una
conformacion inactiva (Kim et al., 2008; Sancak et al., 2008). La presencia de aminoacidos dentro de
la célula promueve el intercambio de GDP por GTP en RagA/B por un mecanismo hasta el momento
desconocido. RagA/B unido a GTP promueve la unidn y el reclutamiento de mTORCI1 a la superficie
del lisosoma, y una vez alli, mTORCI1 es capaz de interactuar con Rheb lo que conduce a su activacion

(Sancak et al., 2010).
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Figura 1.11. Regulacion de mTORC1 (Adaptado de McCormick et al., 2011).

1.4.3.2.4. Regulacion de mTORC2 por Rab6

En mamiferos, la actividad del complejo mTORC?2 también podria ser regulada por GTPasas
de la familia Rab. Tabete e al. identificaron a la GTPasa Ryhl, ortélogo de Rab6 en humanos, como
un activador de la sefializacién de TORC?2 en la levadura con fisidon Schizosaccharomyces pombe y
demostraron que Rab6 humana puede sustituir a Ryh1 en esta levadura. Estos resultados sugieren que

Rab6 podria ser un activador de TORC2 en mamiferos (Tatebe et al., 2010).
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1.4.3.3. Efectores de mTOR
1.4.3.3.1. mTORCI

mTORCI regula procesos relacionados con el crecimiento como la transcripcion, la biogénesis
del ribosoma, la sintesis de proteinas, el transporte de nutrientes y autofagia (Wullschleger et al.,
2006). En mamiferos, los substratos mas caracterizados de mTORCI1 son S6K y 4E-BP1, a través de

los cuales mMTORCI estimula la sintesis de proteinas (Figura 1.10).

La proteina quinasa S6K1

La proteina ribosomal S6K (S6 quinasa) es un efector ampliamente estudiado del complejo
mTORCI1 que controla procesos celulares fundamentales, como la transcripcion, la traduccidn, la
sintesis de proteinas y lipidos, el crecimiento/tamafio celular y el metabolismo celular (Magnuson et
al., 2012). En mamiferos, S6K representa una familia compuesta por dos genes distintos, S6KI"
(RPS6KBI1, también conocido como S6Ka) y S6K2° (RPS6KB2, también conocido como S6Kp)
(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 hidrofébico, 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 actia como un regulador

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

La proteina 4E-BP1

Uno de los efectores principales de mTORC] para el control de la traduccién y proliferacién
celulares es la proteina de unidén 4E-BP1 la cual es un regulador negativo de la sintesis de proteinas
(Lv et al., 2015; Ma y Blenis, 2009; Shull et al., 2015). Concretamente, 4E-BP1 impide el inicio de la
traduccién uniéndose al factor de inicio eIF4E, que es un componente limitante del complejo de
multiples subunidades que participan en la unién del ribosoma al RNA mensajero. Concretamente, la
interacciéon de 4E-BP1 hipofosforilado con elFAE previene su unién al factor elF4G, inhibe el
ensamblaje del complejo y reprime la traduccion. mTORCI fosforila a 4E-BP1 dando como resultado
su disociacion de eIF4E y el reclutamiento de eIF4G en el extremo 5' del RNA mensajero, permitiendo

asi el inicio de la traduccién (Ma y Blenis, 2009).

1.4.3.3.2. mTORC2

mTORC?2 regula procesos como la organizacion del citoesqueleto de actina, y la fosforilacion
y activacion 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 proteina quinasa AKT es codificada por 3 genes en células de mamifero denominadas
AKT1 (PKBa), AKT2 (PKBp) y AKT3 (PKBY) (Chan et al., 1999). AKT fosforila a diversas dianas
celulares y regula la supervivencia, el crecimiento, la proliferacion y la migracion celular. AKT se
diferencia de otras proteinas de la familia de quinasas AGC en que poseen un dominio PH en su
extremo N-terminal. Este dominio se une especificamente a PIP, y/o PIP; y juega un papel como
regulador negativo (Calleja et al., 2007). mTORC?2 fosforila a AKT en el residuo S473 de su motivo
hidrofébico 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 activacién y esta
fosforilacién no depende, en principio, de la fosforilacién en la S473 (Frias et al., 2006; Guertin ef al.,

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

Proteina quinasa C (PKC)

Diversos estudios han demostrado que mTORC2 controla la actividad y estabilidad de las
PKC:s clasicas y nuevas a través de la fosforilacion en su motivo hidrofébico y/o de giro (Sarbassov et

al., 2004).

SGK1

La quinasa AGC, SGKI1 (“Serum- and glucocorticoid-induced protein kinase 1) es
fosforilada por mTORC?2 en el residuo S422 de su motivo hidrofébico en respuesta a insulina y
factores de crecimiento, lo que regula su actividad hacia uno de sus sustratos, NDRG1 (“N-myc
Dowstream Regulated 17) (Garcia-Martinez y Alessi, 2008). Estudios anteriores han demostrado que
la activacién de SGK1 es dependiente de la activacién de PI3K (fosfoinositol-3-quinasa) y de la
produccién de PIP; (Kobayashi ef al., 1999; Park et al., 1999) Esto induce la fosforilacién de SGK1 en
su motivo hidrofébico y promueve la interaccién 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 Yy la regulacion de la sintesis de proteinas

La sefializacion a través de mTORCI1 juega un papel clave en el control de una variedad de
aspectos de la funcién celular. Entre ellos, controla un gran nimero de reguladores de la sintesis de
proteinas, fundamentalmente durante los procesos de iniciacion y elongacién, ademas de actuar como
el principal regulador de la produccion de energia en la mitocondria (Browne y Proud, 2004; Pearce et
al., 2010; Wang et al., 2001). Se ha descubierto recientemente que mTOR coordina la sintesis de
proteinas y las funciones mitocondriales mediante la modulacién selectiva de la sintesis de proteinas
mitocondriales codificadas en el nicleo (Pearce et al., 2010). mTORCI1 se activa por ciertas hormonas
y por factores de crecimiento, asi como por nutrientes tales como aminoacidos que son necesarios para

la sintesis de proteinas.
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El proceso de la traduccion del mRNA se divide convencionalmente en cuatro etapas
principales, la primera de las cuales es la iniciaciéon (Merrick, 2010). En células de mamifero, los
factores de iniciacion (elFs) juegan un papel clave en el comienzo de la traduccién, ya que favorece la
unién de la subunidad 40S del ribosoma al mRNA (elF4), y la posterior unién del RNA de
transferencia iniciador que reconoce el codén de inicio. El complejo de iniciacién contiene una
helicasa (elF4A), la cual puede desenrollar la estructura secundaria, y una proteina adicional, elF4B,
que promueve la actividad elF4A. mTORClcontrola este proceso a dos niveles: i) elF4B es
fosforilado por la proteina quinasa ribosomal S6 (S6K) que es activada por mMTORCI1. Ademas, S6K
fosforila a otras proteinas que participan de forma directa o indirecta en la regulacién de la traduccion
y/o procesamiento de RNAs mensajeros, como son eEF2K, PDCD4 (“Programmed cell death 4”), y
CBP80 (“Nuclear cap-binding protein subunit 1) (Albert y Hall, 2015); ii) eIF4A es transportado al
RNA mensajero a través de su interaccién con elF4G, lo cual depende de la union de elF4E a elF4G;
esta interacciéon no se lleva a cabo cuando elF4E se une a pequefas fosfoproteinas termoestables
llamadas 4E-BP. La fosforilaciéon de 4E-BP por mTOR inhibe su unién a elF4E, dando lugar a la
liberacion de elFAE que puede unirse a elF4G vy, asi, dar lugar al inicio de la traduccién (Wang et al.,

2005) (Figura 1.12).
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Figura 1.12. Control de la capacidad y eficacia traduccional por mTORC1 (Adaptado de Proud, 2013).

Los protagonistas fundamentales de la fase de elongacién son los factores eEF1 y eEF2. eEF2
estd implicado en la etapa de translocacidn, en la cual se libera el tRNA no cargado del sitio P para

permitir la entrada del nuevo peptidil-tRNA. mTOR regula a eEF2 fosforilando e inhibiendo la
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actividad de la quinasa eEF2K, promoviendo la desfosforilacion del factor de elongacién, y la

consiguiente activacion de la sintesis proteica (Wang et al., 2001) (Figura 1.12).

Los ribosomas de mamiferos estin compuestos de 4 tipos diferentes de RNA ribosomales
(rRNAs) y alrededor de 85-90 proteinas distintas (proteinas r). Los mRNAs que cifran estas proteinas
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 traduccién
en condiciones basales. La gran mayoria de 5"TOP mRNAs codifican proteinas ribosomales y otros
componentes de la maquinaria de la sintesis de proteinas. Diversos estudios han demostrado que
mTORCI regula la traduccién de estos mRNAs por medio de la activacién de la transcripcion del
DNA ribosémico (rDNA) (Hannan et al., 2003; McMullen et al., 2004). Aunque mTOR si es clave
para el control de la traduccién de 5° TOP mRNAs, S6K y su sustrato ribosomal la proteina S6 no son
necesarios para este proceso (Tang et al., 2001). Ademas, mTORCI regula por una parte la
transcripcion 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 478S, el cual debe ser
procesado para crear los TRNAs maduros 5.8S, 18S y 28S (Figura 1.12) (Mayer et al., 2004).

Diversos trabajos han demostrado que la sefalizacion de mTORC1 promueve el
procesamiento de pre-TRNAs (ladevaia ef al., 2012). Esto puede implicar a algunas de las proteinas
ribosémicas cuya sintesis esta controlada por mTORC]1 y que participan en el procesamiento de pre-
rRNAs. Asimismo, mTORC1 puede regular otros componentes implicados en la maduracién del

rRNA (Iadevaia et al., 2012).

Uno de los sustratos mejor caracterizados de mTORCI1 es la proteina quinasa S6 (S6K), que
modula de forma indirecta la sintesis de proteinas regulando la transcripcién de mRINAs implicados en
la biogénesis de ribosomas (Chauvin et al., 2014). La quinasa S6 parece desempefiar un papel en la
relacion de la sefializacion de mTORCT1 vy el control de Pol I (Jastrzebski et al., 2007), aunque también
pueden estar involucrados otros mecanismos adicionales. Mafl, 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

funcién como un inhibidor transcripcional (Kantidakis ef al., 2010; Shor et al., 2010).

Hasta el momento, no se conoce con exactitud el papel del complejo mTORC?2 en la sintesis
de proteinas. Zinzalla et al. (2011) han demostrado que mTORC2 se activa a través de su asociacion
con el ribosoma tras la estimulacion con factores de crecimiento. De hecho, en las células cancerosas
que presentan hiperactivacion de la via PI3K se produce una mayor asociacién de mTORC2 con el
ribosoma y un incremento en la actividad del complejo. Ademéds, mTORC?2 se asocia especificamente
con los ribosomas que se encuentran traduciendo sustratos especificos 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. Caracteristicas generales

S. cerevisiae posee dos quinasas TOR, Torl y Tor2, que son codificadas por genes distintos.
Torl forma parte exclusivamente del complejo TORC1, mientras que Tor2 se encuentra presente tanto

en TORC1 como en TORC2 (Wullschleger ef al., 2006).

1.44.1.1.1. TORCI

Los componentes principales de TORCI1 son Torl o Tor2, Kogl, Lst8 y Tco89. TORCI 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). TORCI regula el crecimiento celular en
respuesta a la disponibilidad de nutrientes y estrés celular mediante la regulacién de la sintesis de
proteinas. Ademds también regula la biogénesis de ribosomas, autofagia, activacién transcripcional,
meiosis, ciclo celular, y clasificacién 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 limite de
la membrana de las vacuolas utilizando una version unida a GFP de las proteinas Kogl, Tco89, Lst8 y

Torl (Urban et al., 2007; Berchtold y Walther, 2009; Binda et al., 2009).

Torl y Tor2

Torl y Tor2 son proteinas 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 aminoécidos (Cafferkey et
al., 1994). Las proteinas Tor consisten en varios dominios funcionales cuyas estructuras estan
conservadas evolutivamente con respecto a organismos superiores (Dames ef al., 2005). Estas
proteinas controlan el crecimiento celular en respuesta a la disponibilidad de nutrientes y se asocian a
vacuolas, aunque también a la membrana plasmaética, al aparato de Golgi, a vacuolas, a mitocondrias y

al nicleo (Dennis et al., 1999; Thomas et al.,1997; Kunz et al., 2000).

Kogl

Kogl tiene un peso molecular de 176 kDa y contiene cuatro repeticiones HEAT internas y
siete repeticiones WD-40 C-terminales. (Loewith et al., 2002). Kogl esta conservada desde levaduras
a humanos y es el homdlogo de la proteina reguladora TOR de mamiferos RAPTOR / mKOGI1
(Loewith et al., 2002).

La falta de Kogl causa un fenotipo similar al tratamiento con rapamicina y las células

muestran una parada del crecimiento celular, morfologia celular alterada, reduccidn en la sintesis de
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proteinas, acumulaciéon de glucdgeno y regulacion positiva en la transcripcion de catabolitos de

nitrégeno reprimidos y genes de respuesta retrograda (Loewith e al., 2002).

Lst8

Lst8 es una subunidad que esta presente tanto en TORC1 como en TORC2 (Cardenas et al.,
1999; Loewith et al., 2002; Weisman y Choder, 2001). Lst8 codifica una proteina esencial conservada
en eucariotas superiores con una identidad en la secuencia de aminoécidos del 28% entre la levadura y
su homdlogo en humanos (Roberg et al., 1997). Lst8 estd involucrada en los procesos de sefializacion
mediada por TOR y en la respuesta celular a la pérdida de la funcién mitocondrial (también conocida
como la respuesta retrograda) (Chen y Kaiser, 2003; Liu et al., 2001; Loewith et al., 2002).

La pérdida de funcién de Lst8 produce hipersensibilidad a la rapamicina, inestabilidad de la
pared celular, despolarizacion del esqueleto de actina y una incapacidad para absorber aminoacidos

(Chen y Kaiser, 2003; Loewith et al., 2002; Roberg et al., 1997).

Tco89

Tco89 codifica una proteina no esencial de TORCI1. Las mutaciones en Tco89 son
sintéticamente letales en combinacién con mutaciones en Torl 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 Torl,
Tor2 y Lst8, Tco89 se localiza en el lado interno de la membrana plasmética, pero a diferencia de los
otros componentes de TORC1, Tco89 también puede encontrarse alrededor de la membrana vacuolar.
Esta diferencia de la localizacién sugiere que Tco89 puede tener una funcién 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, Avol, Avo2, Avo3, Bit61 y Lst8, es insensible a la
rapamicina y esta involucrado en la regulacion de la polarizacién del citoesqueleto de actina durante la
progresion del ciclo celular, la integridad de la pared celular, la sintesis de lipidos, 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 plasmética por medio del

dominio PH presente en Avol (Berchtold y Walther, 2009) (Figura 1.13).
Avol

Avol codifica una proteina esencial de 165 kDa la cual juega un papel importante en la
integridad estructural de TORC2 ya que junto con Avo3 actia como una proteina de anclaje
(Wullschleger et al., 2005). Ademas, células mutantes avolA muestran un defecto en la polarizacion

del citoesqueleto de actina al igual que células for2A (Wullschleger et al., 2005).
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Figura 1.13. Composiciéon y funcién de los complejos TORC1 y TORC2 en S. cerevisiae (Adaptado de Cybulski y
Hall, 2009).

Avo2
Avo2 codifica una proteina no esencial que es una subunidad de TORC2 (Wullschleger et al.,
2005). A través de la interaccion fisica directa con Avo2 y Bit61, las subunidades SImlp y Slm2p

pueden asociarse con TORC2, por tanto Avo2 podria actuar como una proteina adaptadora (Fadri ef

al., 2005).
Avo3/Tscll

Avo3/Tscll codifica una proteina esencial de TORC2 que fue originalmente identificada
como un supresor de una mutacidén en Csg2, un gen implicado en la biosintesis de esfingolipidos,
sugiriendo un vinculo entre los esfingolipidos y la sefalizacién de TORC2 en levadura (Beeler et al.,
1998). Avo3 estd conservada desde levaduras a humanos y es el homélogo de la proteina RICTOR /

mAvo3 en mamiferos (Jacinto ef al., 2004; Sarbassov et al., 2004). Avo3, al igual que Avol, se une a
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la regidén 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 Tscll, pero esta

fosforilacién no es esencial para la integridad del complejo (Wullschleger et al., 2005).

Lst8

Lst8 es una proteina esencial altamente conservada presente tanto en TORC1 como en TORC2
y estd compuesta casi exclusivamente por siete dominios WD40 (Loewith ef al., 2002). Ademas, es
necesaria para el transporte de la permeasa de aminoacidos Gapl 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, activandola (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 er al, 2005). Estd implicado en la regulaciéon de la dinidmica del
citoesqueleto de actina dependiente del ciclo celular durante el crecimiento polarizado y la integridad
de la pared celular. Bit61 tiene un pardlogo, Bit2, que surgi6 de la duplicacién del genoma entero
(Fadri et al., 2005; Loewith et al., 2002; Reinke et al., 2004; Wedaman et al., 2003). Los efectores de
TORC?2, SIlml y SIm2, son capaces de asociarse con el complejo a través de la interaccion fisica

directa con Bit61/2 y Avo2 (Fadri et al., 2005).

Tor2

Tor2, la proteina principal de TORC2, es una quinasa altamente conservada que ha
demostrado ser un importante regulador de multiples funciones celulares incluyendo crecimiento
celular, polimerizacion de actina, endocitosis y sintesis de esfingolipidos (Loewith et al., 2002). El
complejo TORC?2 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. Regulacion de TORCI por el complejo EGO

En levaduras, la actividad de TORCI1 estd regulada en la membrana vacuolar a través de las
proteinas Egol, Ego3, Gtrl, y Gtr2, las cuales en conjunto forman el complejo EGO (EGOC)
(Dubouloz et al., 2005). Gtrl y Gtr2 son proteinas GTPasas de la familia Ras, ortdlogos de las
proteinas Rag A-D en mamiferos (Efeyan et al., 2012; Sancak et al., 2008). Gtrl, particularmente
cuando estd unido a GTP, interactda fisicamente con Tco89 y Kogl, y esa interaccién se reduce en
ausencia de leucina (Binda er al., 2009). Egol y Ego3 son homdlogos funcionales del complejo

Ragulator en organismos superiores (Kogan et al., 2010; Sancak et al., 2010). Egol esta miristoilado
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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 funcién que ejerce Ego3 sobre el complejo no ha
sido descubierta todavia, aunque se conoce que forma homodimeros, los cuales, como los dominios C-
terminal de Gtrl y Gtr2, son estructuralmente similares a los miembros de la superfamilia de proteinas
Roadblock/LC7, una familia de proteinas conservadas asociadas a dineina (Kogan et al., 2010; Zhang
et al., 2012). En levaduras, la unién a GTP de Gtrl en el complejo heterodimérico con Gtr2 unido a
GDP estimula a TORCI1 en respuesta a aminodcidos, de forma similar a lo que se observa en
vertebrados (Kim er al., 2008; Sancak et al, 2008). El complejo EGO puede regular tanto

positivamente como negativamente a TORC1 mediante la interaccion fisica con sus subunidades.

Existen diversos mecanismos encargados de transmitir variaciones en la concentracién de
aminodcidos en la célula al complejo EGO. En levaduras, un posible candidato es Vam6/Vps39, el
factor de intercambio del nucledtido de guanina (GEF) de Gtrl (Binda et al., 2009). Otro de los
mecanismos propuesto involucra a la sintetasa L-Leucyl-tRNA (LRS). En mamiferos, cuando esta
presente la leucina, LRS podria actuar como GAP de RagD, mientras que en levaduras la presencia de
leucina parece promover la actividad de LRS como GEF de Gtrl (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. TORCI

Sch9

Sch9 es una proteina quinasa AGC no esencial, ortélogo de S6K1 en mamiferos, la cual esta
involucrada en la activacion de los genes de respuesta a estrés osmotico, la regulacion de la fase G1,
actividad de la subunidad catalitica de la proteina quinasa dependiente de cAMP (cAPK), sefializacion
de nutrientes y regulaciéon de la biosintesis de esfingolipidos. 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 regién que se asemeja al HM (Loewith et al., 2011). Esta fosforilacién activa a Sch9 y
es utilizada como una rapida lectura de la actividad de TORC1 (Urban ef al., 2007) (Figura 1.13).
Sch9 es rapidamente desfosforilado durante el tratamiento de las células con rapamicina y también en
respuesta al ayuno de carbono, nitrégeno, fosfato, o aminoacidos especificos (Binda et al., 2009;
Urban et al., 2007). Aunque esta principalmente localizado en el limite de la membrana vacuolar, Sch9
también estd asociado con la cromatina donde podria ejercer mas efectos directos en el control de
factores de transcripcion como Gisl, aunque este papel parece tener lugar independientemente de
TORC1 (Pascual-Ahuir y Proft, 2007). Uno de los principales papeles de Sch9 dependiente de su
regulacion por TORCI es la modulacion de la traduccidn y el tamaiio celular (Jorgensen et al., 2004).
Asimismo, participa en la regulacion de la respuesta celular a estrés y entrada a la fase GO, mediante la

fosforilacién y el secuestro en el citosol de Rim15, el cual dificulta la activacion de algunos genes de
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respuesta a estrés (Wanke et al., 2008). Sch9 también regula negativamente genes involucrados en la
funcién mitocondrial (Smets et al., 2010), la homeostasis y sefializaciéon de esfingolipidos (Huang et

al., 2014), y la autofagia y el envejecimiento (Sampaio-Marques ef 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 catalitica, la cual puede ser una de las tres proteinas
redundantes Pph21, Pph22, o Pph3, y una subunidad regulatoria, Cdc55 o Rts1 (Healy et al., 1991;
Zhao et al., 1997). Los complejos de proteinas fosfatasas relacionadas con PP2A estdn compuestos por
Sit4 o Ppgl, acompafiados por una de las cuatro subunidades regulatorias (Sap4, Sap155, Sap185, y
Sap190) (Luke et al., 1996). Tap42 es una proteina regulatoria esencial que actda aguas abajo de Tor
(Di Como y Arndt, 1996). Cuando TORCT1 esta activo fosforila a Tap42, la cual se asocia al complejo
de fosfatasas Pph21/22-Sit4 junto con una de las proteinas 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 interactia con TORC1 (Aronova et al., 2007; Kunz et al., 2000). El
tratamiento con rapamicina o el ayuno de nitrégeno libera este complejo al citosol y, simultineamente
se produce la desfosforilaciéon de Tap42 (Yan et al., 2006). Esto activa a las fosfatasas, que a su vez
permiten la expresion de los genes de la represion catabdlica de nitrogeno y genes de respuesta a estrés
(Duvel et al., 2003; Shamji et al., 2000). Tip41 coopera con Tap42 en una regulacién similar de la
actividad de los complejos de fosfatasas relacionados con PP2A que contienen Sit4 (Jacinto et al.,
2001; Santhanam et al., 2004). La activaciéon de Rhol, principal sensor de la ruta CIP, altera la
actividad de TORC1 y PP2A por su unién directa a Kogl, lo cual resulta en una ruptura de la
asociacion a la membrana de TORCI1. Esta unién también desencadena la liberacién y activacién de

Tap42-PP2A (Yan et al., 2012).
Riml15

Rim15 es una proteina quinasa implicada en la proliferacion celular en respuesta a nutrientes,
la cual regula positivamente la degradacién autofagica selectiva de los ribosomas (ribofagia), mientras
que regula negativamente la degradacion no selectiva de los ribosomas (Waliullah et al., 2017). Rim15
estd 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 inhibicion de TORC1 conduce a la
localizacién nuclear de Rim15. Esta proteina quinasa regula positivamente una variedad de genes cuya
expresion depende de los factores de transcripcion Msn2, Msn4 y Gisl (Cameroni et al., 2004).
Ademas de la activacidn transcripcional, Riml5 también regula la expresion de genes por la

estabilizacion postranscripcional del mRNA (Cameroni et al., 2004).

41



Introduccién

1.4.4.1.3.2.TORC2

Ypkl/2
En S. cerevisiae, TORC2 fosforila y activa a las proteinas quinasas Ypkl y Ypk2, las cuales

comparten el 90% de similitud de secuencia y son ortélogas a Gad8 y SGK1 en S. pombe y células de
mamiferos, respectivamente (Kamada et al., 2005) (Figura 1.13). La fosforilacién en el AL de Ypkle
Ypk2 por las proteinas Pkhl y Pkh2, homdlogas a PDK-1 en mamiferos, es necesaria para su
activacion a través de TORC2 (Roelants et al., 2002; Roelants et al., 2004). TORC2 controla el nivel
de esfingolipidos en la membrana plasmética a través de la activacion de Ypkl e Ypk2 (Roelants e?

al., 2002).

En primer lugar, la disminucién de esfingolipidos desencadena la activacion de las proteinas
eisosdmicas SIm1 y SIm2 para facilitar la asociacion de Ypkl con la membrana plasmética (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 ef al., 2012). En tercer lugar, después de la fosforilacién por
TORC?2, Pkh1/2 fosforila a Ypkl dentro del AL de su dominio quinasa para su completa activacion
catalitica (DeHart er al., 2002; Niles et al., 2012; Roelants et al., 2002). A continuacién, Ypkl
fosforila a las proteinas Orml y Orm2, inactivandolas (Roelants et al., 2011). Orm1l y Orm2 son
proteinas de membrana integrales del reticulo endoplasmético que inhiben la sintesis de esfingolipidos

cuando se activan (Roelants et al., 2011).
Sim1/2

Las proteinas SIm1 y SIm2 son proteinas eisosdmicas que albergan un dominio de homologia
a la pleckstrina (PH), que interactia con fosfoinositidos. El fosfatidilinositol 4,5-bifosfato y el dominio
PH de SIm1 son muy importantes en la orientacion de SIm1 en la membrana plasmatica (Audhya et

al., 2004a; Fadri et al., 2005).

Las proteinas Slm1 y SIm2 desempefan un papel muy importante en la célula a través de dos
vias principales. SIm1 y SIm2 son fosforilados por TORC2 para la sefializacién aguas abajo del
citoesqueleto de actina, y también pueden actuar para regular la actividad de TORC2. En segundo
lugar, Slm1 y SIm2 juegan un papel importante en el mantenimiento de esfingolipidos mediante la
regulacién de la interconexion entre multiples vias. Este mecanismo estd estrechamente regulado por
la adecuada fosforilacion y desfosforilacion de Slml por TORC2 y calcineurina, respectivamente.
Aunque TORC2 y calcineurina son reguladores importantes de SIml y Slm2, otras quinasas y
fosfatasas pueden ser necesarias para el mantenimiento de un nivel 6ptimo entre las formas

fosforiladas y desfosforiladas (Bartlett y Kim, 2014).
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Pkcl es una serin/treonin-quinasa, homdloga a las isoformas de PKCo/B/y en mamiferos. 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
estimulos 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 regulacién del citoesqueleto de actina a través de la ruta de MAP quinasas de integridad
celular via Pkcl, por medio de las GTPasas Rhol y Rho2 y su GEF (“Guanine nucleotide Exchange
Factor”) Rom2 (Helliwell et al., 1998; Schmidt ef al., 1997). Ademas, TORC2 es importante para la
fosforilacion de Pkcl en su HM (Facchinetti ef al., 2008).

Calcineurina (CN)

La calcineurina (CN) es una fosfatasa con especificidad para residuos de serina/treonina y
dependiente de calmodulina (CaM) que estd compuesta por una subunidad catalitica (calcineurina A,
CNA) y una subunidad reguladora (calcineurina B, CNB). La sefializacion a través de calcineurina
juega un papel critico en procesos que van desde la respuesta de supervivencia al estrés en levaduras
(Bonilla y Cunningham, 2002) hasta al desarrollo de mamiferos (Graef et al., 2001). TORC?2 tiene un
papel fundamental en la regulacidn negativa de la sefializacién 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, TORCI controla la sintesis de proteinas a través de la regulacién del factor
de inicio de la traduccion elF2, el cual es fosforilado tras el ayuno de aminoacidos o el tratamiento con
rapamicina, e interfiere con la traducciéon de mRNAs dependiente de 5° CAP (Hinnebusch, 2005).
Ademas de elF2, TORCI parece regular otros factores reguladores de la traducciéon (Huber et al.,
2009; Loewith, 2010; Soulard et al., 2010). TORC1 regula la biogénesis de ribosomas a multiples
niveles: i- controlando la acumulacién de transcritos dependientes de la RNA polimerasa I (Reiter e?
al., 2011); ii- regulando a la RNA polimerasa III por medio de las quinasas Sch9 y Mafl (Vannini et
al., 2010); iii- modulando la expresion de los 78 genes que cifran la sintesis de las correspondientes
proteinas 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 mRNASs ribosomales (Loewith, 2010; Soulard e al., 2010).

Por otro lado, TORC1 es importante para la respuesta celular orquestada en situaciones de
estrés, y que promueven su inhibicion (Kuranda et al., 2006; Urban et al., 2007). Dicha inhibicién
activa la transcripcion de los genes ESR (“Environmental Stress Response”) modificando la

localizacién subcelular de la quinasa Rim15. En principio, este incremento en la transcripcién podria
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ser infructuoso, dado que la inhibicién de TORC1 también provoca un aumento en la degradacién de
mRNASs y una disminucion dréstica en la traduccion. Sin embargo, Rim15 fosforila a las proteinas
Igol e Igo2, las cuales protegen a los nuevos transcritos de la degradaciéon (Luo et al., 2011; Talarek

et al., 2010).

TORC?2 controla principalmente, aunque no exclusivamente, la polarizacién del citoesqueleto
de actina dependiente del ciclo celular mediante el efector de Rhol, Pkcl, y la ruta Pkc1-MAP quinasa
(Helliwell et al., 1998). Tor2 activa a Rhol mediante su GEF Rom2, cuya actividad se reduce en un
mutante Tor2-termosensible (Bickle er al, 1998; Schmidt et al, 1997). El hecho de que la
sobreexpresion de Rom2 suprime la mutaciéon de un mutante Tor2 termosensible, mientras que la
sobreexpresion de Rom?2 cataliticamente activo es deficiente en su unién al dominio PH, sugiere que
TORC2 sefializa a Rom2 mediante el dominio PH (Schmidt et al., 1996). Esto implica que el
reclutamiento y/o activaciéon de Rom?2 requiere de lipido de membrana como PIP, (Audhya y Emr,
2002; Desrivieres et al., 1998; Helliwell et al., 1998). La unién de las proteinas Slm a fosfoinositidos
y esfingolipidos 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 regulacion positiva en la biosintesis de esfingolipidos mediante las
proteinas Ypkl e Ypk2 (Powers et al., 2010). Cuando los niveles de esfingolipidos disminuyen, SIm1
se libera del eisosoma y provoca la asociacién de Ypkl a la membrana plasmética para sefializar la
induccién de la produccién de esfingolipidos (Berchtold et al., 2012). Este proceso también esta
regulado por la fosfatasa calcineurina que funcionalmente estd relacionada con las proteinas Slm
(Aronova et al., 2008; Bultynck et al., 2006; Mulet et al., 2006). Ypk1 fosforila a las proteinas Orm1 y
Orm2, las cuales forman un complejo que regula negativamente la primera etapa en la biosintesis de

esfingolipidos por TOR (Breslow et al., 2010; Han et al., 2010).

1.4.4.2.  Schizosaccharomyces pombe

1.4.4.2.1. Caracteristicas generales

La levadura con fisiéon también posee dos quinasas TOR, Torl y Tor2, codificadas por los
genes torl” y tor2”, respectivamente (Kawai et al., 2001; Weisman y Choder, 2001). Torl es el
ortdlogo de Tor2 en S. cerevisiae y viceversa. Ambas quinasas regulan la respuesta celular tras el

ayuno de fuente de nitrégeno (Weisman y Choder, 2001).

Una caracteristica 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 fisioldgicos en S. pombe, incluyendo el desarrollo sexual y la captacidon de
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aminoicidos (Weisman y Choder, 2001; Weisman et al., 1997) y también adelanta el inicio de la

mitosis (Petersen y Nurse, 2007).

1.44.2.1.1. TORCI

El complejo TORCI estd formado por Tor2, Mipl (ortélogo de RAPTOR), Watl/Pop3
(ortologo de LSTS), Tco89 y Tocl. Ademads, se ha descrito que Torl 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 protefna de 49 kDa que se identific6 mediante un andlisis de
espectrometria de masas de proteinas que interactuaban con Tor2. Se han encontrado homdlogos
unicamente en hongos, y estas proteinas comparten dos dominios conservados (Hayashi et al., 2007).

Las funciones fisiol6gicas de Tco89 son desconocidas hasta el momento.
Mipl

El gen mipI” codifica a una proteina de 148 kDa, la cual contiene un motivo de repeticién de
WD en la region C-terminal y estd conservada en eucariotas. Mipl se encuentra en el citoplasma, y
diversos estudios han demostrado que estd unido a Mei2 in vivo. La forma silvestre de Mipl es
requerida para la funciéon de Mei2 en la induccion de la meiosis. Mipl parece estar involucrado
también en la conjugacién, mediante la asociacién con Stell, que es un factor de transcripcidn clave
para el desarrollo sexual. Ademas, Mip1 es esencial para el crecimiento celular, para lo cual ni Mei2 ni
Stell son relevantes. Esto sugiere que Mip1 ayuda a la expresién funcional de una serie de proteinas
necesarias para la proliferacion y el desarrollo sexual en la levadura con fisién. Ademas, Mip1 y Tor2
interaccionan fisica y genéticamente, cooperando intimamente en el complejo TORCI1 (Shinozaki-

Yabana et al., 2000).

Watl/Pop3

Pop3/Watl es una proteina conservada que estd compuesta de 7 repeticiones WD40 (Neer et
al., 1994), y es necesaria para la correcta morfologia de la célula y la localizacion de la F-actina, por lo
que Poo3/Watl desempefa un papel crucial en la formacién del citoesqueleto de actina y los
microtibulos (Kemp et al., 1997). Watl/Pop3 es una subunidad comiin tanto en TORC1 como en
TORC?2 y es necesario en la maduracion del mRNA como una proteina de acoplamiento entre el

splicing y la sintesis y/o estabilizacién (Ochotorena et al., 2001).
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Tocl

El gen focl” codifica a la proteina Tocl (“Tor complex 1) de 49 kDa. Tocl también fue
identificada a través del andlisis de proteinas que interactuaban con Tor2 mediante espectrometria de
masas. Se ha encontrado un Unico homoélogo en Schizosaccharomyces japonicus (Hayashi et al.,

2007). Las funciones fisioldgicas de Tocl son desconocidas hasta el momento.

Tor2y Torl

Tor2 es una proteina esencial y quinasa principal del complejo TORC1 en S. pombe, la cual
controla el cambio entre el crecimiento y la diferenciacion 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 regulacién de la expresién génica de protefnas ribosémicas (Alvarez et al.,
2006). La sobreexpresion de Tor2 reprime fuertemente la conjugacién, la meiosis y la eficacia de la
esporulacién, mientras que la inactivaciéon de Tor2 tiene el efecto opuesto, dando lugar a la
diferenciacion celular, independientemente de las condiciones nutricionales (Alvarez y Moreno, 2006).
Ademads, una fraccién de Torl, cuando forma parte de TORC1, se asocia con Mipl, especialmente en
medio minimo, para controlar la mitosis bajo condiciones de estrés nutricional (Hartmuth y Petersen,

2009; Matsuo et al., 2007).

1.44.2.1.2. TORC2

Torl forma el complejo TORC2 asociandose con Ste20 (ortdlogo de RICTOR/Avo3),
Watl/Pop3, Sinl (ortélogo de mSIN1) y Bit61 (ortélogo de PROTOR/PRRS5) (Alvarez y Moreno,
2006; Hayashi et al., 2007; Matsuo et al., 2007) (Figura 1.14).

Ste20

Ste20 es una proteina de 147 kDa que forma parte del complejo TORC?2 y regula multiples
procesos celulares para controlar el crecimiento celular en respuesta a las sefiales ambientales
(Hayashi et al., 2007). El mutante ste204 es fenotipicamente similar a forld, por lo que Ste20
probablemente sea un componente mayoritario de TORC2. Diversos estudios han sugerido que Tor2
interacciona fisicamente con Ste20 en condiciones de sobreexpresion, lo que sugiere que una pequeiia

proporcién de TORC2 podria incluir esta quinasa (Matsuo ef al., 2007).
Sinl

La proteina de interacciéon con SAPKI, Sinl, es un componente importante del complejo
TORC?2 ya que es necesaria para su ensamblaje (Jacinto et al., 2006; Yan et al., 2006). La mayoria de
homoélogos de Sinl contienen tres dominios comunes: la regiéon conservada en el dominio medio

(CRIM), el dominio de unién a Ras y el dominio de homologia a pleckstrina (PH) (Schroder et al.,
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2007). Sinl es importante en la interaccidon con los sustratos del complejo, siendo el dominio CRIM la

region minima de Sinl necesaria para esta funcion (Cameron et al., 2011).
Bit61

El gen bit61" codifica a una proteina de 47 kDa que es componente de TORC2. Bit61
pertenece a la familia HbrB/Bit61, cuyos miembros comparten cuatro dominios conservados (Hayashi
et al., 2007). La proteina Bit61 de S. pombe se identific6 mediante un andlisis de espectrometria de
masas de proteinas que interactuaban con Torl (Hayashi et al., 2007). Las funciones fisioldgicas de

Bit61 son desconocidas hasta el momento.
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Figura 1.14. Composicion y funcién de los complejos TORC1 y TORC2 en S. pombe (Adaptado de Cybulski y
Hall, 2009).
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Torl

Torl es la quinasa principal del complejo TORC2 en S. pombe. Torl no es esencial para el
crecimiento celular normal, ya que su delecion es viable. Sin embargo, esta proteina se requiere para la
entrada en fase estacionaria y el desarrollo sexual en el ayuno de nutrientes, para la absorcién de
aminoacidos, y para la supervivencia en diversas condiciones de estrés, tales como alta osmolaridad,
estrés oxidativo, baja o alta temperatura y bloqueo de la replicaciéon del DNA (Kawai et al., 2001;
Schonbrun et al., 2009; Weisman et al., 2005). Torl también se requiere para el mantenimiento de la
longitud del telémero del DNA y heterocromatina en los centromeros y teldmeros. Ademaés, Torl
promueve la entrada mitdtica mediante la regulaciéon 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. Regulacion de TORCI por Tscl-Tsc2/Rhbl

En la levadura con fision, los genes tscl” y tsc2” fueron identificados como los homélogos
estructurales de TSC1 y TSC2 en humanos (Matsumoto et al., 2002). Tscl y Tsc2 forman un
heterodimero y promueven la absorcion de nutrientes, tales como aminoacidos y nucledtidos, a través
de la regulacién de la localizacién y la expresion de diversos transportadores (Aspuria y Tamanoi,
2008; Matsumoto et al., 2002). Tscl y Tsc2 también estdn involucrados en la respuesta celular al
ayuno de nitrégeno. La interrupcién del gen tscl” o tsc2” causa un retraso en el arresto de la fase G1 y
una disminucién en la eficacia de conjugacioén. El andlisis de microarrays ha demostrado que la
interrupcion de cualquiera de los genes fs¢’ causa la disminucién de la expresion de genes
involucrados en la respuesta al ayuno de nitrégeno y la diferenciaciéon sexual en condiciones de ayuno
de nitrogeno, tales como fixl", mei2" y sxa2” (Matsumoto et al., 2002; Murai et al., 2009; Nakase et
al., 2006).

Rhb1 es el homologo funcional de Rheb en células superiores, el cual actia como activador de
TORCI. Por otra parte, aunque en la levadura S. cerevisiae también se ha encontrado un homdlogo de
Rheb, RHB1, éste parece no ejercer ningtin efecto sobre la regulacion de TORC1 (Aspuria y Tamanoi,
2004). Las células interrumpidas en rhb1" no crecen, lo que indica que ribI" es un gen esencial para
la proliferacién celular (Mach et al., 2000; Yang et al., 2001). Curiosamente, la expresiéon de Rheb
restablece la proliferacion celular en un mutante nulo ribIA, lo que sugiere una relaciéon funcional
entre ambos. Sin embargo, esto no ocurre en S. cerevisiae con RHB1 (Yang et al., 2001). Ademas, la
disminucién de la expresion de rhbl* o la sobreexpresion de mutaciones dominantes negativas en
Rhb1 causa defectos en el crecimiento, el ciclo celular se detiene en la fase G1 y las células son
pequedias 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 nitrégeno. De hecho, la expresion de fixI™y
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mei2’, cuya transcripcién es inducida por el ayuno de nitrégeno, se eleva por la represion de la
expresion de Rhbl (Mach et al., 2000). Se ha demostrado que Rhbl interactia y activa a Tor2 de
forma dependiente a su estado de unién a GTP, y que el complejo Tsc1/Tsc2 actia como una GAP

aguas arriba de Rhbl1, regulando negativamente a TORC1 en condiciones de ayuno de nitrégeno.

La funcién de la ruta de sefializacion TSC/Rhb1/TORCI en la levadura con fisién es muy
similar a la de las células de mamiferos, la cual desempefia un papel critico en la regulacién de la
sintesis y el crecimiento de proteinas en eucariotas. Estudios han demostrado que esta ruta en la
levadura con fisidn es inhibida por la rapamicina (Nakashima et al., 2010). Esto es interesante, ya que,
a diferencia de algunas lineas celulares de mamiferos y la levadura S. cerevisiae, la rapamicina no
impide la proliferacion de las células prototrdficas en la levadura con fision (Kawai et al., 2001;

Weisman et al., 1997).

1.4.4.2.2.2. Regulacion de TORC2 por Ryhl

El gen ryhl” codifica a una GTPasa de la familia Rab ort6loga a Rab6 en humanos (Tabete et
al., 2010; Duran et al., 2012). Ryhl oscila entre una forma activa unida a GTP y una inactiva unida a
GDP. Este intercambio estd regulado a través de sus GEFs activadoras Satl y Sat4, y su tnico
regulador negativo conocido hasta el momento, la GAP Gypl0 (Figura 1.15) (Tabete et al., 2010).
Ryh1 localiza principalmente en el aparato de Golgi y regula el trafico retrégrado desde los endosomas
hasta el aparato de Golgi, el reticulo endoplasmatico y la membrana plasmética (He et al.,2006; Li et

al. 2014; Ma et al., 2010).

Ryh1 regula positivamente la sefializacién de la via TORC2-Gad8. La inactivacién de Ryhl,
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 ef al., 2010). La falta
de actividad de Ryhl o de sus GEFs, Satl y Sat4, reduce significativamente la fosforilacion
dependiente de TORC2 de Gad8 en su HM. Sin embargo, la fosforilacién minima de Gad8 que se
detecta en ausencia de Ryhl sugiere que TORC2 podria estar regulado por otro activador,
posiblemente otra GTPasa de la familia Rab (Tatebe et al., 2010). Diversos estudios han demostrado
que la expresion del mutante constitutivamente activo de Ryhl, Ryh1.Q70L (“GTP-locked”), es
suficiente para inducir la fosforilacion de Gad8, mientras que el mutante dominante negativo
Ryh1.T25N (“GDP-locked”), ejerce el efecto contrario. Ademas, en el mutante Ryh1.Q70L se observa
una mayor interaccién entre Gad8 y TORC2, lo que implica que Ryhl unido a GTP promueve la

interaccion fisica entre TORC2 y Gad8 (Tatebe et al., 2010).

La disponibilidad de glucosa regula el estado de activacién de TORC?2 a través de Ryhl. En
medio rico de glucosa, Ryhl unido a GTP induce la fosforilacion de Gad8 dependiente de TORC2

mientras que en condiciones de ayuno de glucosa, Ryhl se inactiva ripidamente provocando el
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apagado de la ruta de sefializacién TORC2-Gad8. Curiosamente, en estas condiciones, la fosforilacién
de Gad8 dependiente de TORC2 se recupera gradualmente e independientemente de Ryhl, lo que
sugiere la existencia de un activador adicional de TORC2, cuya funcién estarfa regulada

negativamente por glucosa (Hatano et al., 2015).
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Figura 1.15. Regulaciéon de la sefalizacion de TORC2 a través de la GTPasa Ryhl (Adaptado de Tabete y
Shiozaki, 2010).

1.4.4.2.3. Efectores de TOR en S. pombe

1.4.4.23.1. TORCI

En S. pombe existen tres quinasas de la familia AGC que presentan homologia con S6K1 de
humanos denominadas Pskl1, Sckl y Sck2 (Figura 1.14). Su regulacion depende del estado nutricional
de la célula encontrdndose fosforiladas en presencia de nutrientes y desfosforiladas en condiciones de

ayuno.

Pskl

De forma similar al resto de quinasas de la familia AGC, Pskl presenta tres motivos
fosforilables caracteristicos (AL, TM y HM) cuya fosforilacién es importante para su actividad. En
particular, la fosforilacién en T415 del HM vy, posiblemente, en T392 del TM estan reguladas por
TORCI1 tanto in vivo como in vitro y esto ocurre de manera dependiente a nutrientes (nitrégeno,
glucosa y glutamina). Por su parte, la fosforilacion de Pskl1 en el residuo S248 del AL, la cual es clave

para su actividad quinasa, es dependiente de Ksgl (Nakashima er al., 2012) (Figura 1.14). Pskl es
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necesaria para la fosforilacién dependiente de TORC1 de los residuos S235 y S236 de la proteina
ribosomal S6 (RpS6), la cual esta codificada en esta levadura por dos genes distintos, rpS601" y
rpS602" (Nakashima et al., 2010).

Sckl1/2

Las proteinas Sckl y Sck2 son homdlogas a Sch9 en Saccharomycescerevisiae, que es la diana
principal de TORC1 y que asocia la sefializacién nutricional al proceso de crecimiento celular (Urban

et al., 2007).

Diversos estudios han demostrado que tanto Sckl y Sck2 cumplen una funcién que se solapa
con Pkal, que es la subunidad catalitica de la proteina quinasa dependiente de cAMP (PKA) (Jin et al.,
1995; Fujita et al., 1998). Se ha propuesto la existencia de una interconexién entre TORC1 y PKA a
través de Sckl en la regulacion del inicio de la diferenciacion sexual (Mudge et al., 2014), aunque esta
relacion sigue siendo desconocida. Recientemente, se ha demostrado que TORC1 promueve la
actividad de la proteina fosfatasa PP2A-B55 mediante la inhibicién de la ruta de Greatwall-
Endosulfine (Ppk18-Igol en S. pombe). PP2A-B55 antagoniza la actividad CDK en la fase G2, lo que
resulta en el aumento del tamafio de las células en esta fase (Chica et al., 2016; Martin et al., 2017). Se
ha sugerido la implicacién de Sck2 en la via TORC1 y Greatwall-Endosulfine, debido al hecho de que
la sobreexpresion de Sck2 inhibe la actividad de la quinasa de Greatwall, Ppk18 (Chica et al., 2016).
También la sobreexpresion de Sck2 conduce a la elongacion celular (Weston et al., 2017; Rallis et al.,

2014).

Otros efectores de TORC1 en S. pombe

El complejo TORCI1 en la levadura Schizosaccharomyces pombe tiene otros sustratos

conocidos, ademds de Psk1 y Sck1/2. Estas dianas son las proteinas Gen2, Ppel, Mei2 y Mafl.
1.4.4.2.3.2. TORC2
Gad8

Gad8 es una serin/treonin proteina quinasa perteneciente a la familia de quinasas AGC, que es
un sustrato directo del complejo TORC2 (Figura 1.14). La interrupcion de Gad8 causa fenotipos
similares a los de la interrupcién de Torl. En conjunto, Torl, Ksgl y Gad8 constituyen un médulo de
sefalizacion implicado en el desarrollo sexual y el crecimiento celular en condiciones de estrés.
Ademas de su papel en la resistencia al estrés celular, la ruta de sefializacion de TORC2-Gad8
promueve el inicio de la mitosis y también afecta a la expresiéon del gen ruml™ que codifica a un
inhibidor de la CDK, el cual es esencial para la detencién del ciclo celular en la fase G1 después del
ayuno de nitrégeno (Ikeda et al., 2008). Gad8 presenta tres sitios de fosforilacién 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). Torl es responsable de la fosforilacién en S527 y en
S546, mientras que Ksgl fosforila a T387 directamente (Matsuo et al., 2003b) (Figura 1.14). En las
células rori, se observa una disminucién significativa de la fosforilacién de Gad8 en S546, asi como
un descenso de su actividad quinasa. La fosforilaciéon de Gad8 en S546 es necesaria para el control del
arresto celular en la fase G1, la conjugacion, la longitud de la célula en divisién y el tamafio vacuolar,
pero es prescindible para la remodelacion del citoesqueleto de actina asi 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 Torl, sino también los otros componentes de TORC2 son necesarios para la

fosforilacién del motivo hidrofébico de GadS.

Estudios recientes han demostrado que la fosforilacién de Gad8 en el residuo evolutivamente
conservado T6 impide la asociacion fisica entre Gad8 y TORC2. La fosforilacion de T6, mediada
posiblemente por PKC, disminuye la fosforilacion dependiente de TORC2 de Gad8 en S546, lo que
produce un aumento en la actividad del complejo ya que se reduce la fosforilacion de Torlen T1972
(Halova et al., 2013). Una de las evidencias que apoyan que PKC podria ser la quinasa responsable de
la fosforilacién en T6 es que el aumento en la expresion de Pck2, ort6logo de la PKC, impide la unién
de GadS8 y el complejo causando una reduccién en la fosforilacion de Gad8 en S546 (Du et al., 2016).
Sin embargo, hasta el momento no existen evidencias de una regulacién directa de Pck2 sobre T6. La
fosforilaciéon de Gad8 en T6 es importante para la remodelacion del citoesqueleto de actina y para la
supervivencia celular en presencia de iones de potasio y del calor, de manera independiente al estado

de fosforilacion de Gad8 en S546 (Du et al., 2016).

Pyp2

La fosfatasa especifica de residuos de tirosina Pyp2 fue identificada, junto a Pypl, 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 desfosforilacion de la MAP quinasa Styl en el residuo Y173 (Millar
et al., 1995). Torl, a través del regulador negativo de la traducciéon Gcen2, 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 Torl produce una disminucion en la actividad de Gne2 lo que
causa una reduccion en los niveles de Pyp2. Como consecuencia, se produce un incremento en la
fosforilaciéon del motivo de activacion de Styl, la cual fosforila a la Polo quinasa Plol en S402
promoviendo su localizacion en el corptisculo polar del huso (SPB) (Petersen y Nurse 2007). Desde el
SPB, Plol controla la activacién de Cdc2 promoviendo la entrada en mitosis (Mulvihill et al., 1999;

Maclver et al., 2003; Petersen y Hagan, 2005).

1.4.4.2.4. Procesos celulares regulados por TOR en S. pombe

TORCI reprime la diferenciacidon sexual regulando negativamente al factor de transcripcion
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Stell y a la proteina de unién a RNA Mei2 (Alvarez y Moreno, 2006; Shinozaki-Yabana et al., 2000).
Ademds, también controla la transcripcidon de genes que cifran proteinas ribosomales, y la sintesis de
proteinas fosforilando a la proteina ribosomal S6 y al factor de iniciacién elF2, de manera similar a lo

que ocurre en otros organismos (Alvarez y Moreno, 2006; Nakashima et al., 2010; Valbuena et al.,

2012).

Por otro lado, en estudios anteriores se pensaba que la fosforilacion de la proteina ribosomal
S6 (Rps6) era especifica de TORC1 (Nakashima et al., 2010) y por lo tanto se habia utilizado para
cuantificar la sefializacién del complejo. Sin embargo, se ha demostrado que Gad8 ejerce un papel en
la fosforilacién de Rps6. Gad8 co-inmunoprecipita con Rps6 y regula su fosforilacién. Conjuntamente,
Pskl también modula la fosforilacién de Rps6, por lo que ambos complejos, TORC1 y TORC?2,
regulan a la proteina ribosomal S6. Dado que Gad8 estid fosforilado por TORC2 (Matsuo et al.,
2003b), esto podria significar que el complejo TORC?2 en estado activo co-purifica con ribosomas
(Zinzalla et al., 2011), lo cual plantea la posibilidad de que Gad8 también puede ser fosforilado por
TORC?2 en los ribosomas.

El complejo TORC?2 regula la reorganizacion del citoesqueleto, la diferenciacion sexual y la
supervivencia celular en condiciones de estrés. TORC2 fosforila los motivos de giro e hidrofébico de
la proteina quinasa de la familia AGC Gad8 (Ikeda et al., 2008; Matsuo et al., 2003a). Curiosamente,
Gads retrofosforila a Torl (TORC?2) en el residuo de Thr1972, reduciendo su actividad (Halova et al.,
2013). La actividad del complejo TORC2 es regulada positivamente por Ryhl (Tatebe et al., 2010).
Sin embargo, la falta de Ryhl no afecta a la actividad quinasa intrinseca de Torl, aunque la sobre-
expresion de una versidon de Ryhl constitutivamente activa promueve la interacciéon entre TORC2 y
Gad8. Estos resultados sugieren que Ryhl estimula la sefializacién aguas abajo del complejo TORC?2

favoreciendo la interaccidén con sus sustratos (Tatebe et al., 2010).

Ademas, 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 dafio 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 sintesis de novo durante el crecimiento celular y en respuesta a estrés, siendo
este necesario para permitir la activacion de Pmk1 en S. pombe en respuesta a estimulos ambientales

especificos, tales como el dafio en la pared celular o ayuno de glucosa (Madrid et al., 2015).

53



Introduccién

1.5. Metabolismo de Fosfoinositidos en Schizosaccharomyces pombe

Los fosfolipidos que contienen inositol (fosfatidilinositoles) se encuentran en todos los
eucariotas y constituyen 2-8% de los fosfolipidos celulares totales. El fosfatidilinositol (PtdIns) se
sintetiza en el reticulo endoplasmético y representa mas del 80% de los fosfatidilinositoles totales

(Majerus, 1992).
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Figura 1.16. Esquema general del metabolismo de fosfoinositidos.

Los fosfoinositidos desempefian un papel crucial en una gran variedad de procesos celulares
incluyendo la sefalizacion celular, el crecimiento celular, el trdfico de membranas, la transcripcion y
la organizacion del citoesqueleto de actina (Majerus, 1992; Martin y Hall, 2005; Roth, 2004; Simonsen
et al.,, 2001; Yin y Janmey, 2003). Tanto en levaduras como en mamiferos, el fosfoinositido
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP,) se sintetiza a través de una fosforilacién secuencial, donde
primero se produce la fosforilacién del fosfatidilinositol (PI) generando fosfatidilinositol 4-fosfato
(PI4P) mediante la accion de la fosfatidilinositol 4-quinasa (PI4K), para después ser fosforilado por la
fosfatidilinositol 4-fosfato 5-quinasa (PIP5K) generando fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP,)
(Fruman et al., 1998; Odorizzi et al., 2000). A continuacion, la fosfolipasa C hidroliza a PIP, dando
dos segundos mensajeros esenciales, IP; y DAG (Berridge y Irvine, 1984) (Figura 1.16). En células de
mamifero, IP; se une a receptores especificos e induce la liberacidon de calcio intracelular que esta
acumulado, mientras que el DAG activa a la PKC. Ademas, estudios han demostrado que PIP, esta
directamente implicado en el mantenimiento de la organizacién del citoesqueleto de actina y en la

endocitosis y el reciclado de vesiculas sinapticas (Audhya et al., 2004b; Takenawa y Itoh, 2001). PIP,

54



Introduccién

también se une a proteinas con dominios de homologia de pleckstrina (PH), tales como pleckstrina o
todas las isoenzimas de fosfolipasa C (Homma et al, 1998; Zhang et al., 2000). Ademas, el
fosfatidilinositol y sus metabolitos fosforilados también juegan un papel importante en la regulacion

del trafico de membrana (Desrivieres ef al., 1998).

El gen esencial its3" codifica la fosfatidilinositol 4-fosfato 5-quinasa (PIP5K), encargada de la
producciéon de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP,) en S. pombe (Zhang et al., 2000). Diversos
estudios han demostrado que Its3 es necesaria también para la sintesis de PIP; (Mitra et al., 2004). De
manera similar a su homoélogo Mss4 en S. cerevisiae, una mutacion en Its3 provoca la desorganizacion
del citoesqueleto de actina y una morfologia celular aberrante (Desrivieres ef 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 sefalizaciéon implicadas en la
deteccion y respuesta frente a esos cambios es esencial para comprender como 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 conservacion en todos los organismos eucariotas. Juegan un
papel clave en la transduccion de sefiales generadas en la superficie celular y su transmision hasta el
nicleo, donde se producirdn los cambios necesarios en la expresion génica que permitirdn la

adaptacion celular frente a las nuevas condiciones ambientales (Marshall, 1995).

1.6.1. Organizacion de las rutas de MAP quinasas

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

quinasas se organizan en rutas fuertemente conservadas tal y como se describe a continuacion:

1.6.1.1. Sensores

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

de todos los grupos citados a excepcidn de los receptores del tipo tirosina quinasa.

1.6.1.2. Modulo de MAP Quinasas

Est4 compuesto por tres proteinas quinasas, la MAPK quinasa quinasa (MAPKKK), la MAPK
quinasa (MAPKK), y la MAP quinasa (MAPK), que mantienen un alto grado de conservacion

evolutiva y cuya estructura bésica es muy similar. En respuesta al estimulo, la MAPKKK es
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normalmente activada por fosforilacion dependiente de quinasas o proteinas de la familia Rho o Ras,
aunque también puede activarse por oligomerizacion o relocalizacién subcelular (Figura 1.17).

Una vez activada, la MAPKKK fosforila y activa al segundo elemento del moddulo, la
MAPKK (MEK) en residuos de treonina o serina. Por ultimo, 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 MAPKSs son factores de transcripcién (Hill y Treisman, 1995;
Treisman, 1996), aunque también se han identificado otros tipos de dianas como proteinas reguladoras
de ciclo celular, chaperonas, proteinas del citoesqueleto, proteinas de unién a RNA, y una amplia
variedad de sustratos citoplasmaticos.

1.6.1.4. Reguladores de MAP Quinasas

Una de las principales caracteristicas 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 mis importante es la interaccién fisica secuencial entre los distintos miembros de una
ruta, aunque también existen proteinas adaptadoras que agrupan los tres componentes de la cascada en
un moédulo especifico. Ademas, la localizacién subcelular diferencial de los componentes de la ruta
también modula su funcion, constituyendo otro mecanismo esencial de regulacién de su actividad

bioldgica (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 duracién e intensidad de
la sefial (Karin y Hunter, 1995). Los principales reguladores negativos son las fosfatasas de MAP
quinasas (MAKPs), que pueden presentar especificidad dual o desfosforilar especificamente residuos
de tirosina (fosfatasas de tirosina), o de serina y treonina (fosfatasas de serina y treonina) (Farooq y

Zhou, 2004).

1.6.2. Mecanismos de regulacion de la fosforilacion dual de las MAP quinasas

Las MAP quinasas poseen una caracteristica tinica, y que consiste en que su activacién por la
MAPK quinasa implica la fosforilaciéon dual en residuos de treonina y tirosina del motivo de
activacion Thr-X-Tyr, donde X puede ser prolina, glicina, o 4cido glutdmico, segtn la familia de
MAPK de que se trate. De hecho, distintas evidencias apoyan el “dogma” de que la fosforilacién dual
de las MAPKSs es un requisito indispensable para su activacion. Asi, distintos estudios realizados con
MAPKSs humanas (ERK1/2, p-38) demostraron que la mutacién de uno de los dos fosfoaceptores
reducia drasticamente su actividad catalitica (Enslen et al., 2000; Robbins et al., 1993). Sin embargo,

otros trabajos han sugerido la posibilidad de que la fosforilacion de los dos fosfoaceptores del motivo
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—TXY- no tenga igual relevancia desde el punto de vista bioldgico. Ademas, estudios realizados in
vitro mostraron que las formas monofosforilables de ERK2 humana son de 1 a 2 6rdenes de magnitud
menos activas que la forma fosforilada dual, pero mis activas que la forma no fosforilable (Zhou y
Zhang, 2002). También existen resultados muy sugerentes empleando como modelo a S. cerevisiae. Se
ha descrito que una versiéon de Hogl mutada en el residuo de tirosina del sitio de activacion carecid
casi por completo de actividad catalitica, pero fue capaz por sobre-expresion de rescatar parcialmente

el fenotipo osmosensible del mutante nulo hogIA (Bell y Engelberg, 2003).
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Figura 1.17. El médulo de MAP quinasas y la transmision de seiiales.

1.6.3. Conservacion evolutiva

Las rutas de MAPKs regulan en mamiferos multitud de procesos celulares como
diferenciacién, movilidad, proliferacién y apoptosis, y se dividen en tres grupos: ERK, p38 y JNK
(Figura 1.18). ERK y p38 presentan homoélogos en levaduras, mientras que las MAPKs de tipo JNK
solamente se han descrito en humanos (Davis, 2000). ERK1 y ERK2 estan relacionadas con la
regulacién de la diferenciacion y proliferacion celular, mientras que JNK y p38 participan en las
respuestas celulares frente al estrés y la apoptosis (Schaeffer y Weber, 1999), y son conocidas como

SAPKSs (“Stress Activated Protein Kinases”).

En S. cerevisiae se han identificado cinco MAPKs (Figura 1.18). Cuatro de ellas son
funcionales en células vegetativas, FUS3, que regula la respuesta a feromonas y la conjugacion; KSS1,
que participa en filamentacion e invasividad; HOGI, que controla el crecimiento en condiciones de
alta osmolaridad; y SLT2/MPK1, implicada en la regulacién de la integridad celular. La quinta ruta,
controlada por la quinasa SMK1, regula la sintesis de la pared de ascosporas (Krisak et al., 1994)

(Figura 1.18). En S. pombe solamente se han descrito tres rutas de MAPKs. Se trata de la ruta de
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respuesta a feromonas, cuya MAPK es Spk1; la ruta de respuesta a estrés o SAPK, en la que la MAPK
es Styl, y la ruta de integridad celular, cuyo elemento central es la MAPK Pmk1 (Figura 1.18).

Mientras que las rutas JNK y p38 de mamiferos son homdlogas a las rutas SAPK de S. pombe
y HOGI1 en S. cerevisiae, la ruta de integridad celular de S. pombe mantiene un alto grado de

conservacion con las quinasas ERK1/2 de mamiferos y la ruta SLT2/MPK1 de S. cerevisiae (Schaeffer
y Weber, 1999).
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Figura 1.18. Conservacion evolutiva de las rutas de MAP quinasas.
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A continuacién se procedera a una descripcién 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 MAPKSs 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 funcién 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 Styl, también denominada Spcl o Phhl
(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 continuacién (Figura 1.19).

1.6.4.1. Sensores

En la actualidad se desconocen los sensores implicados en la deteccion y sefializacion de la
mayoria de los estreses que activan la ruta SAPK, excepto en el estrés oxidativo inducido por H,O, en
cuyo caso la sefial es transmitida a través de una variante del sistema de dos componentes bacteriano.
Se trata de un sistema fosfotransferasa compuesto por dos histidin quinasas (Mak2 y Mak3), la
proteina Mpr1/Spyl (transmisora de grupos fosfato a través de histidinas), y el regulador de respuesta
Mcs4 (Quinn et al., 2002; Shieh et al., 1997; Shiozaki y Russell, 1995a) (Figura 1.19). En respuesta a
H,0,, Mak2 y Mak3 se autofosforilan, y por medio de la proteina Mprl se transfiere el grupo fosfato
al regulador de respuesta Mcs4, que a su vez activa la cascada de MAPKSs. Schizosaccharomyces
pombe posee un segundo regulador de respuesta llamado Prrl, el cual actia como un factor de
transcripcion y regula directamente la respuesta a estrés oxidativo independientemente de Styl.
Ademas, Prrl 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 activacion del ruta es provocada por
la inhibicion de la fosfatasa de tirosina Pypl, que desactiva a la MAPK Styl (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 proteina de 522 aminoacidos que contiene un dominio receptor caracteristico con
un residuo de aspartato altamente conservado (Buck et al., 2001; Cottarel, 1997). Mcs4 esta implicado
en la deteccidn de estrés oxidativo y su transmision a través del sistema de dos componentes (Santos y
Shiozaki, 2001), aunque su presencia es necesaria para la activacion de Styl en respuesta a cualquier
tipo de estrés (Buck et al., 2001; Soto ef al., 2002). Mcs4 también ha sido implicado en la regulacién

del ciclo celular, ya que los mutantes de este gen presentan una entrada tardia en la fase M (Aoyama et
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al., 2001; Aoyama et al., 2000; Bahn, 2008; Santos y Shiozaki, 2001). Ademads, 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 fisicamente con Mprl, Tdhl, y las MAPKKKSs de la ruta
SAPK Wakl y Winl. Recientemente se ha demostrado que aunque Mcs4 es el unico regulador de
respuesta de la ruta SAPK, muestra una funcion dual en la sefializacion durante estrés. Por una parte
recibe el estrés oxidativo originado por peréxido a través del sistema de multicomponentes
Mak2/Mak3-Mpr1 para finalmente activar a Wis4 y Winl. Por otra parte, debe estabilizar el complejo
hetoromérico que se forma entre las MAPKKKSs, cuya integridad promueve la interaccion fisica con la
MAPKK Wisl y, con ello permitir la activacién de la MAPK Styl. Por lo tanto, el complejo Mcs4-
MAPKKKSs parece actuar como una plataforma estabilizadora que modula la correcta sefializacién a

través de la ruta SAPK en respuesta a estrés (Morigasaki y Shiozaki, 2013)

1.6.4.3. Modulo de MAP Quinasas

1.6.4.3.1. MAPKK guinasa Wakl vy Winl

Wakl (también conocida como Wis4 o Wikl) y Winl son las dos MAPKKKs que forman
parte del mdédulo de la ruta SAPK en S. pombe. En respuesta a estrés, Mcs4 se une y activa a Wakl y
Winl, que a su vez fosforilan a la MAPKK Wisl, y ésta a Styl (Morigasaki y Shiozaki, 2013;
Samejima et al., 1997; Shieh et al., 1997) (Figura 1.19). Curiosamente, en determinadas situaciones
(bajos niveles de perdxido de hidrogeno, estrés osmdtico, o respuesta a bajas temperaturas) no es
necesaria la participacién simultanea de ambas MAPKKSs para la activacién de la ruta (Quinn et al.,

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

1.6.4.3.2. MAPK quinasa Wisl

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

nicleo de la MAPK (Nguyen ef al., 2002).

1.6.4.3.3. MAP guinasa Styl

El elemento central de la ruta SAPK es la MAP quinasa Sty1/Spc1/Phhl (Kato et al., 1996;
Millar et al., 1995; Shiozaki y Russell, 1995a). La forma fosforilada de Wisl se asocia y fosforila a
Styl 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
osmoético, choque térmico, estrés oxidativo, estrés por bajas temperaturas, o limitacion de glucosa y/o
nitrégeno(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, Styl se transloca al niicleo, donde actiia sobre efectores especificos (Gaits
et al., 1998). La activacion de Styl es transitoria y la cinética e intensidad de su respuesta depende de

la naturaleza y magnitud del estimulo 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 transcripcion Atfl. Atfl es
una proteina con un dominio bZIP de unién a motivos CRE (“cAMP-Response Element”) que
presenta homologia con ATF-2 de células superiores. Su ausencia provoca en S. pombe defectos
durante la diferenciacidon sexual y una sensibilidad moderada frente al estrés oxidativo y osmético, de
manera andloga al mutante stylA. Una vez entra en el nticleo, la forma activa de Styl se asocia y
fosforila a Atfl (Shiozaki y Russell, 1996). Una vez fosforilado, Atf1 regula la expresion de los genes
necesarios para la respuesta adaptativa de S. pombe frente a diferentes tipos de estrés, asi como la
entrada en meiosis (Figura 1.19), y que constituyen la denominada “CERS” (“Core Enviromental
Stress Response”) (Chen y Thorner, 2007). Ademas, se ha descrito que la fosforilacién de Atfl por
Sty1 tiene como finalidad aumentar la estabilidad del factor de transcripcién (Lawrence et al., 2007).
Atfl se encuentra en el nicleo formando heterodimeros con otro factor transcripcional denominado
Pcrl. Curiosamente, la presencia de Pcrl no es necesaria para la expresion de la mayoria de los genes

dependientes de Atfl en respuesta a estrés (Lawrence et al., 2007).

Otros efectores relevantes de la ruta SAPK y de Styl incluyen distintas proteinas de union a
RNA (Csx1, Upfl, Cipl y Cip2), factores reguladores de la traduccion (elF2a, eEF2, elF3a) y distintas
proteinas quinasas (Cmk2, Srk1 y Plo1) (Perez y Cansado, 2010).

1.6.4.4. Reguladores negativos de la ruta SAPK

La regulacién de la magnitud y duracién de la activacion de las MAP quinasas es crucial para
permitir una respuesta adecuada frente a los estimulos 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 Pypl y Pyp2, y las fosfatasas de serina y treonina Ptcl y
Ptc3 desfosforilan a Styl in vivo (Figura 1.19). Pmpl, la tnica fosfatasa de especificidad dual
existente en este organismo solamente regula negativamente a Pmkl, la MAPK de la ruta de
integridad celular (Madrid et al., 2007; Sugiura et al., 1998). Pypl y Pyp2 presentan localizacién

nucleo-citoplasmatica tanto en crecimiento vegetativo como en situaciones de estrés (Gaits y Russell,
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1999), y se unen y desfosforilan in vivo a Styl en el residuo de tirosina-173 (Degols et al., 1996;
Millar et al., 1995). Pypl es la principal responsable de la desactivaciéon de Styl en células en
crecimiento, mientras que la desfosforilacion en situaciones de estrés es realizada conjuntamente por
Pypl y Pyp2 (Millar et al., 1995; Shiozaki y Russell, 1995a). La expresioén basal del gen pypl+, asi
como la induccién por estrés de pypl®, pyp2*, y ptcl”, es regulada por Styl-Atfl (Figura 1.19),

constituyendo un mecanismo de retroalimentacidon negativa (Degols et al., 1996; Gaits et al., 1997;

Shiozaki y Russell, 1996; Wilkinson et al., 1996).
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Figura 1.19. La ruta de MAP quinasas de respuesta a estrés (SAPK) en S. pombe.

De las cuatro fosfatasas del tipo PP2C, Ptcl y Ptc3 desactivan a Styl in vivo mediante la

desfosforilaciéon del residuo de treonina-171 (Nguyen y Shiozaki, 1999). En el caso del choque
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térmico, donde el aumento de la actividad de Sty1 es resultado de la inhibicién temporal de la unién de
Pypl1, la accién de Ptcl y Ptc3 permite recuperar el nivel basal de fosforilacion 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/Spml, es esencial para el control de
la integridad celular en S. pombe, participando en procesos como la construccién y mantenimiento de
la pared celular, la citocinesis, la morfogénesis, la fusién de vacuolas durante el estrés hipotdnico, y la
homeostasis i6nica (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 médulo
de MAPK provoca en S. pombe defectos severos durante la citocinesis (multiseptacién) o la fusién de
vacuolas, hipersensibilidad frente al estrés osmético, y a dafios 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 continuacidn se describen los principales componentes de esta ruta de sefializacion y su relevancia

bioldgica.
1.6.5.1. Sensores

Actualmente se desconoce la identidad del sensor o sensores responsables en S. pombe de la
deteccidén y transmision de sefiales hacia la ruta de integridad celular. En S. cerevisiae las proteinas
transmembranales Wscl, Mid2, y MItl actian como sensores principales de la ruta de integridad
celular (Levin, 2005). S. pombe posee dos sensores homologos a los citados, denominados Wscl y
MIt2. Wscl localiza en los sitios de crecimiento activo y en el septo de divisidn, mientras que MIt2
localiza en la periferia celular. Un reciente estudio ha puesto de manifiesto que ambas proteinas
activan a la GTPasa Rhol, y que la sobreexpresiéon de Rhol suprime la letalidad provocada por la
doble delecion de Wscl y MIt2 (Cruz et al., 2013). La presencia de MIt2 es necesaria para la
supervivencia celular frente a diversos estreses, mientras que la sobreexpresion de Mscl activa la
biosintesis de pared celular. Sin embargo, aunque Wscl y MIt2 regulan el ensamblaje de la pared
celular a través de Rhol, lo hacen independientemente de la ruta de integridad celular, cuya actividad

no se ve afectada en mutantes wsclA4 y mit24 (Cruz et al., 2013).

1.6.5.2. Reguladores aguas arriba del médulo de MAP quinasas

1.6.5.2.1. Las GTPasas Rhol y Rho2 vy los ortélogos de PKC Pckl y Pck2

Las GTPasas Rho son reguladores fundamentales de la dindmica del citoesqueleto de actina, el
ciclo celular, la expresion génica, el trafico de vesiculas y la polaridad celular (Cook et al., 2014; Hall,
2012; Ridley, 2015). La mayoria de las Rho GTPasas ciclan entre una conformacién activa unida a

GTP, que interactia con los efectores aguas abajo, y una conformacion inactiva unida a GDP. El

63



Introduccién

intercambio de GDP a GTP inducido por los factores de intercambio de nucledtidos de guanina
(GEFs) promueve su activacion, mientras que la hidr6lisis de GTP a GDP es favorecida por proteinas
activadoras de la GTPasa (GAP) (Rossman et al., 2005). Ademas de su papel clasico como moléculas
de transduccién de sefiales ligadas a la membrana, recientemente se ha demostrado que las GTPasas
Rho y sus GEFs también se localizan en el nucleo, lo que sugiere que una parte relevante de los
mecanismos estan 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 actian 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 proteina esencial, aunque el mutante nulo r#02A 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
cisteina-197 del motivo -CAAX por la farnesiltransferasa Cpp1, permitiendo su anclaje a la membrana
plasmatica y la correcta activacion de la ruta de integridad (Ma et al., 2006). Recientemente nuestro
grupo ha demostrado que el residuo de cisteina-196 de Rho2 se encuentra ademas palmitoilado in vivo,
y que dicha modificacién reversible es esencial para que la GTPasa pueda ejercer sus funciones
biolégicas (Sanchez-Mir ef al., 2014a). Mediante estudios de microscopia y fraccionamiento
subcelular en gradientes de densidad hemos confirmado que la localizacién de Rho2 en la membrana
plasmatica estid fuertemente alterada en mutantes que expresan una versiéon no palmitoilable de la
GTPasa, redistribuyéndose hacia estructuras endomembranosas (Golgi, endosomas,...). Ademas, los
mutantes no palmitoilables de Rho2 son incapaces de regular correctamente la construccion de la
pared celular y de transmitir la sefial de activacidon 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 plasmética (Sanchez-Mir et al., 2014a). Por otra parte, la
sobreexpresion de rho2” en S. pombe provoca la despolarizacion de actina, y un aumento en la
cantidad de a-glucano en la pared celular (Calonge et al., 2000; Hirata et al.,, 1998). La letalidad
asociada a la sobreexpresion de Rho2 es consecuencia de la hiperactivacion de la ruta de integridad
celular, ya que se suprime tras la interrupcion de pck2” o de alguno de los componentes del médulo de
MAP quinasas. Por lo tanto, Rho2 regula positivamente la activacién del médulo Mkh1-Pek1-Pmk1
fundamentalmente por medio de Pck2 (Ma et al., 2006) (Figura 1.20).

En S. pombe, la GTPasa esencial Rhol es un homélogo funcional de RhoA humano y de Rhol
en S. cerevisiae (Nakano et al., 1997). Rhol es un activador directo de la (1,3) -B-D-glucano sintasa,
siendo este enzima responsable principal de la sintesis de glucano de la pared celular en S. pombe. La
actividad de Rhol esta regulada por tres GEFs, Rgfl, Rgf2 y Rgf3 (Garcia et al., 2009a; Mutoh et al.,
2005). Entre ellos, Rgf1 es el mas prominente, ya que activa a Rhol durante el crecimiento polarizado
y es necesario para la correcta reorganizaciéon de la actina mientras se produce la transiciéon de

crecimiento monopolar a bipolar durante la fase NETO (New End Take Off) (Garcia et al., 2006a;

64



Introduccién

Garcia et al., 2006b). Tanto Rhol como Rho2 en su forma activa (unidos a GTP) interaccionan in vivo
con los dos ortélogos a PKC Pckl y Pck2 (Arellano et al., 1999; Villar-Tajadura et al., 2008b).
Estudios previos habian propuesto que Rhol podria 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 activacién de Pmk1 en ausencia de
Rho2 o Pck2 (Barba et al., 2008). Ademas, también se habia descrito que Rgfl1 regula la activacién de
Pmk1 por medio Rhol (Garcia ef al., 2009b). En efecto, nuestro grupo ha confirmado recientemente
que Rhol y Pckl, el segundo ort6logo 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 hipomérfico de Rhol (Rhol-
596) hemos demostrado que Rhol y Rho2 regulan independientemente a Pck2 para mantener la
actividad basal de Pmkl1 durante el crecimiento vegetativo (Viana ef al., 2013). Segin este modelo
Pckl regularia la actividad de Pmk1 asocidndose con Mkhl (la MAPKKK de la ruta), y actuando
como diana especifica de Rhol tnicamente en respuesta al dafio en la pared celular (Sanchez-Mir et
al., 2014b; Viana et al., 2013). Esta observacion fue totalmente inesperada ya que evidencias genéticas
y bioquimicas obtenidas previamente sugerian que Pckl 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 activacién de la ruta de integridad celular en respuesta a la limitacién de
glucosa tiene lugar a través de Pck2 por medio de un mecanismo desconocido que es independiente de

la actividad de Rho1l y/o Rho2 (Madrid et al., 2013).

En conjunto, todas estas observaciones revelan la existencia de un complejo entramado
molecular formado por Rhol, Rho2, Pckl y Pck2, y que actia aguas arriba de la ruta de integridad
celular en S. pombe para regular su actividad y/o activacién de manera precisa dependiendo del tipo de

estimulo.

1.6.5.3. Modulo de MAP Quinasas

El médulo de MAP quinasas de la ruta de integridad celular estd formado por la MAPKK
quinasa Mkh1, la MAPK quinasa Pek1/Skhl y la MAP quinasa Pmk1/Spml. En respuesta a distintos
estimulos externos se produce la fosforilacién secuencial de los distintos componentes del mddulo

(Figura 1.20).

1.6.5.3.1. MAPKK quinasa Mkhl

Mkhl (“Mek Kinase Homolog I”) fue identificada como la MAPKKK de la ruta de integridad
en S. pombe gracias a su alto grado de identidad con la MAPKKK BCKI1 de S. cerevisiae, y a que su
ausencia provoca los mismos fenotipos que la falta Pekl o Pmk1l (Madrid et al., 2006; Sengar et al.,

1997). Mkhl es fosforilada ocasionalmente por Pckl (dafio en la pared celular),y fundamentalmente
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por Pck2, transmitiendo la sefal de activacién al resto de componentes del mdédulo mediante su
interaccion in vivo con la MAPKK Pekl y la MAPK Pmkl1, formando un complejo ternario (Loewith
et al., 2000; Madrid et al., 2006; Sanchez-Mir et al., 2014b).
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Figura 1.20. La ruta de MAP quinasas de integridad celular en S. pombe.

1.6.5.3.2. MAPK qguinasa Pekl

El gen pekl™ (“pombe mEK I7), también denominado skhl”, codifica en S. pombe la dnica
MAPK quinasa de la ruta de integridad celular, y muestra un 46% de identidad con MKK1 y MKK?2,

las MAPK quinasas de la ruta aniloga en S. cerevisiae.

Pek1 es fosforilada y activada por Mkh1 en respuesta a los distintos estimulos activadores de

la ruta (Sugiura et al., 1999) (Figura 1.20). Cabe destacar que en células no estresadas la forma
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inactiva de Pekl se une a Pmk1, actuando como un inhibidor de la sefializacion. Esta funcién dual de
Pekl segun su estado de fosforilacién le permite actuar como un interruptor molecular dando lugar a

una respuesta del tipo “todo o nada” (Sugiura et al., 1999) (Figura 1.20).

1.6.5.3.3. MAP quinasa Pmkl

La MAPK Pmkl1/Spml (“S. pombe MAP kinase 1) fue caracterizada como un homdlogo
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
Pekl en dos residuos conservados de treonina y tirosina en las posiciones 186 y 188 de motivo de
activacion —TEY- (Loewith et al., 2000; Madrid et al., 2006; Sugiura et al., 1999). La activacion de
Pmk1 es completamente dependiente de Mkhl y Pekl, indicando que se trata de un mddulo de

transmision lineal no ramificado (Figura 1.20) (Madrid ef al., 2006).

Pmkl1 es ortéloga a las MAPKs humanas ERK1 y ERK2 que forman parte de la cascada
clasica de quinasas activadas por mitdgenos, y que se activan en respuesta a factores de crecimiento,
ésteres de forbol, y en menor medida por estrés osmdtico o citoquinas (Schaeffer y Weber, 1999).
Aunque inicialmente se creia que Pmkl1 se activaba tinicamente en respuesta a temperaturas elevadas o
tras el tratamiento con cloruro sddico, nuestro grupo ha descrito que también se activa en respuesta a
distintas situaciones adversas, como el estrés hiper- e hipo-osmético, el ayuno de glucosa, el dafio a la
pared celular inducido con caspofungina (una equinocandina que inhibe la actividad de las B-glucan
sintasas de la pared celular), y el estrés oxidativo mediado por hidroper6xidos 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 mayoria de los estreses que inducen su activacion, por lo que su

funcion es necesaria para la adaptacion y supervivencia celulares frente a tales condiciones.

Tal como se ha comentado anteriormente, y a diferencia del modelo de S. cerevisiae, los
elementos que actian aguas arriba del médulo 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).
Asi, mientras que la activacion de Pmkl inducida por los estreses hipo- e hiperténico depende
totalmente de la sefializaciéon mediada por Rho2-Pck2 (Figura 1.20), la activacién durante la
separacion celular o el tratamiento con perdxido de hidrégeno es completamente independiente de
ambas proteinas (Figura 1.20) (Barba et al., 2008; Madrid et al., 2013). Otros estreses, como el ayuno
de glucosa o el dafio de la pared celular pueden ser canalizados a través de Pck2 o por medio de rutas
alternativas que implican a Rhol y/o Pckl (Figura 1.20) (Barba et al., 2008; Madrid et al., 2013;
Sanchez-Mir et al., 2014b).

Mkhl (MAPKKK) y Pekl (MAPKK) son proteinas esencialmente citoplasmaticas, aunque
también localizan en el septo durante la citocinesis. Sin embargo Pmk1 (MAPK) presenta localizacién

nucleo/citoplasmética, asi como en el huso mitdtico, el corpiisculo polar del huso (SPB), y el septo
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(Madrid et al., 2007). Contrariamente al modelo descrito para ERK1/2 en mamiferos, la localizacién
de Pmk1 no se modifica en respuesta a estrés ni en ausencia de Mkh1 ni Pekl, lo que sugiere que su
activacion tiene lugar en el citoplasma y/o septo, y que tanto las formas activa como inactiva de la
MAPK son capaces de translocarse al nucleo (Madrid et al., 2007). Nuestro grupo ha analizado la
relevancia bioldgica de la localizacién nuclear de Pmk1 mediante la obtencién de un mutante que
expresa una version de la MAP quinasa anclada a la membrana plasméitica y excluida
constitutivamente del nicleo. Los resultados obtenidos indicaron que la exclusion nuclear de Pmk1 no
afect6 significativamente a su funcidn reguladora de la homeostasis idnica, activacién de Pmkl
inducida por estrés, la fusion de vacuolas, o citoquinesis, ya que todos estos procesos se ejecutaron de
forma similar tanto en células control como en aquellas que expresan la version de la proteina anclada
en la membrana plasmatica (Sanchez-Mir et al., 2012). Por el contrario, Pmk1 presente en el niicleo
regula el mantenimiento de la integridad celular en S. pombe fundamentalmente a nivel
transcripcional. Adicionalmente, la regulacién negativa de Pmkl a nivel nuclear es realizada por
fosfatasas especificas inducidas por la ruta SAPK (ver a continuacién), 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 bioldgicas.
1.6.5.4. Efectores de la ruta de integridad celular

1.6.5.4.1. Proteinas de union a RNA: Rncl y Nrdl

Rncl (“RNA-binding protein that supresses calcineurin deletion 1), participa en la regulacion
de Pmpl, la fosfatasa dual especifica de Pmkl, uniéndose a su RNA mensajero y estabilizdndolo
(Sugiura et al., 2003). Pmkl1 en su estado activo fosforila a Rncl, que su vez estabiliza a Pmp1. Es
decir, Rncl regula negativamente la actividad de Pmk1 por medio de Pmpl (Sugiura et al., 2003;
Sugiura et al., 1998) (Figura 1.20).

Nrd1 regula la citocinesis mediante la unién y estabilizacién del RNA mensajero del gen
cdc4” (cadena ligera de la miosina IT). Pmk1 en su forma activa se une y fosforila a Nrd1, impidiendo
su unién al RNAm de cdc4’, lo que promueve su desestabilizacién (Satoh er al., 2009). La

fosforilacion de Nrd1 por Pmk1 es dependiente de la fase del ciclo celular (Satoh et al., 2009).

1.6.5.4.2. Factores de transcripcion: Atfl y Mbx1

Atfl es un factor transcripcional clave en la respuesta a estrés de S. pombe cuya actividad es
regulada fundamentalmente por la ruta SAPK. Sin embargo también es fosforilado por Pmkl en
ciertas condiciones, como en respuesta a dafios en la pared celular (Takada et al., 2007). Ademas,
Pmk1 refuerza a la ruta SAPK en respuesta a la limitacién de glucosa por medio de Atfl, activando la
expresién de los genes que intervienen en la adaptacién al metabolismo respiratorio como fbpl* o

pyp2" (Madrid et al., 2013). Por tanto Atfl actia como efector comin y nexo de unién entre ambas
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rutas de MAP quinasas en contextos biolgicos concretos.

Mbx1 es un factor de transcripcidon que en S. pombe regula la expresién génica durante la
transiciéon M-G1 del ciclo celular (Papadopoulou et al., 2008). Mbx1 participa en la ruta de integridad
celular mediante la regulacion de la induccién del gen ecm33”, que codifica una proteina de pared
celular con motivo GPI (glicosil-fosfatidil-inositol) (Takada et al., 2010). La expresién de ecm33” se
induce en presencia de agentes que dafian la pared celular (Jung y Levin, 1999), y en respuesta a los
mismos estreses que activan a Pmkl1, siendo su induccién regulada tanto por Atfl como por Mbx1

(Takada et al., 2010).

1.6.5.4.3. Canal ionico: Cchl-Yam8

Los genes yam8" y cchl*codifican las subunidades de un canal de calcio (Ca**) presente en la
membrana plasmatica de S. pombe. En presencia de sales (NaCl, KCl, o MgCl,) o de compuestos que
causan dafio en la pared celular se produce la activacion de la ruta de integridad celular, de manera que
la forma activa de Pmk1 fosforila y activa a Cchl, produciendo la apertura del canal formado por el
complejo Cchl-Yams, y permitiendo la entrada de Ca®* a la célula (Figura 1.21). El aumento de los
niveles intra-citoplasmaticos de Ca>" promueve a su vez la activacién de la calcineurina (Ppb1), que
desfosforila a Cchl causando el cierre del canal. Por tanto, la sensibilidad salina que presentan los
mutantes con niveles elevados de fosforilaciéon de Pmk1 es debida al efecto dafiino que provoca el
aumento de la entrada de Ca** en la célula como consecuencia de la hiperactivacién del canal Cchl-

Yam8 (Ma et al., 2011).
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Figura 1.21. Regulacién antagonica de la concentracién de Ca+2 intracelular por parte de Pmk1 y Ppbl.

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

rastreo e identificacién de mutantes afectados en su funcion.

1.6.5.4.4. Proteinas reguladoras del ciclo celular: Clpl

Clpl es un ortélogo de la fosfatasa esencial CCdcl4de S. cerevisiae. En células vegetativas
Clpl1 localiza en el nucléolo, “liberandose” de este organulo para acceder a sus sustratos en respuesta a
dafios en el ADN, o durante el estrés oxidativo mediado por H,O, (Diaz-Cuervo y Bueno, 2008).
Recientemente se ha demostrado que Pmk1 fosforila a Clp1, y que su ausencia retrasa la liberacion de
Clpl1 del nucléolo durante el tratamiento con H,0O,. Por tanto, la fosforilacién de Pmk1 sobre Clpl

contribuye a la regulacioén temporal de este proceso (Broadus y Gould, 2012).
1.6.5.5. Regulacion negativa de la ruta de integridad celular

Pmpl es el principal regulador negativo de la MAP quinasa Pmk1 (Sugiura ef 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 expresion de pmpl™ son
constantes a lo largo del ciclo celular y no varian en situaciones de estrés. Tal como se ha comentado,
la estabilidad del mensajero de pmpl”, depende de su unién a la proteina de unién a RNA Rncl, que

es fosforilada por Pmk1 (Sugiura et al., 2003).

Ademas de Pmpl, las fosfatasas de tirosina Pypl y Pyp2, asi como las fosfatasas de serina y
treonina Ptcl 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 regulacion de la actividad de Pmk1 depende del
estado fisiologico de las células. Pypl y Ptcl regulan el nivel de fosforilacién de Pmkl tanto en
condiciones basales como en respuesta a estrés osmoético, mientras que Pmply Pyp2 lo hacen
unicamente durante el crecimiento vegetativo y el estrés osmdtico, respectivamente (Madrid et al.,

2007).

1.6.6. Interconexion (‘‘crosstalk’) entre las rutas de MAP quinasas de respuesta a

estrés v de integridad celular

La ruta SAPK se activa especificamente en respuesta a estimulos como el ayuno de nitrégeno,
presencia de metales pesados, baja temperatura, o la radiacién ultravioleta, mientras que el estrés
hipoténico o los dafios 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

hiperosmético, la hipergravedad, el estrés oxidativo, el choque térmico, o el ayuno de glucosa
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promueven la activacién de las dos rutas de sefalizacion (Madrid et al., 2007), lo que sugiere la

existencia de algun tipo de interrelacion funcional entre ambas MAP quinasas.

El primer punto de interconexién entre ambas rutas viene dado por las fosfatasas Pyp1, Pyp2,
Ptcl y Ptc3, cuya activacion transcripcional es dependiente de la actividad de la ruta SAPK por medio
de Styl y Atfl, y que ademés de regular negativamente a Styl, son capaces de desfosforilar a Pmk1
(Figura 1.20 y 1.22) (Madrid et al., 2007). Estudios posteriores confirmaron la relevancia de la ruta
SAPK en la regulacion negativa de la actividad de Pmk1 mediante la caracterizacion de la proteina
ribosémica Cpc2, ortélogo a RACKI1 (“Receptor of Activated protein C Kinase”) en eucariotas
superiores. La unién de Cpc2 a la subunidad 40S del ribosoma es esencial para la traduccion, entre
otros, de los RNA mensajeros de Pypl y Pyp2 durante el crecimiento vegetativo y en respuesta a

estrés (Figura 1.22), regulando el nivel de fosforilacién de Styl y Pmk1 (Nunez et al., 2009).

Por tltimo, el factor transcripcional Atfl define un segundo punto de interaccién entre ambas
rutas en condiciones de estrés por dafios en la pared celular y en la adaptacion celular en ausencia de
glucosa (Figura 1.22). En el primer caso, Atf1 es fosforilado tanto por Styl como por Pmk1 (Takada ef
al., 2007). En el segundo, Pmkl incrementa la actividad de la ruta SAPK activando a Atfl y
favoreciendo la transmisién de la sefial aguas arriba de Styl (Madrid ef al., 2013). Ello sugiere que la
ruta de integridad celular actda como refuerzo de la ruta SAPK en el control de la supervivencia y

adaptacion celular frente a ciertas condiciones de estrés (Madrid et al., 2013).

RUTA DE
INTEGRIDAD
CELULAR

Figura 1.22. Interconexion (“croostalk’) entre las rutas de respuesta a estrés y de

integridad celular en S. pombe.

1.6.7. Interaccion funcional entre el complejo TORC?2 v la ruta de integridad celular

Nuestro grupo habia demostrado inicialmente que la activacién rapida y transitoria de Pmkl1
en respuesta a estrés osmético es independiente de la sintesis proteica de novo (Madrid et al., 2006).

Por el contrario, la activacion de Pmk1 en respuesta a caspofungina (dafio en pared celular), o tras el
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ayuno de glucosa requiere la sintesis de Pck2 de novo, y presenta una cinética progresiva que recuerda
a un mecanismo de retroalimentacién positivo (Madrid et al., 2013; Madrid et al., 2015). La necesidad
de ofrecer una respuesta adaptativa mantenida durante la reparacién de los dafios causados en la pared
celular (caspofungina), o la reorganizacién de la pared celular durante el arresto nutricional (glucosa),
podria ser la causa que explique la necesidad de incrementar la sintesis 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 dafio en la pared celular (Madrid et al., 2015). Asi, Torl, la
quinasa del complejo TORC2, promueve el incremento de la sintesis Pck2 en respuesta a los estreses
citados y la consecuente activaciéon de Pmk1, la MAP quinasa de la ruta de integridad celular ( Madrid
et al., 2015). Sorprendentemente, un trabajo reciente del grupo de Ronit Weissman (Cohen ef al.,
2014) ha propuesto que la ruta de integridad celular inhibiria a su vez la actividad del complejo
TORC?2 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 regularia positivamente la ruta de
integridad celular por medio de Pck2, y en el que Pmkl, una vez activada, inhibiria a su vez la
actividad del complejo. Este mecanismo de retroregulacién entre ambas rutas de sefializacion
permitiria modular la respuesta de adaptacion frente al estrés de una manera dindmica y enormemente

flexible.

Daiio en la pared celular y ayuno de glucosa

Estrés osmatico

\
N
\

aestrés

Respuesta | "o | Respuesta
) aestrés

Figura 1.23. Interaccion entre las rutas TOR y de integridad celular en S. pombe.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Numerosos estudios has destacado la importancia de las rutas de sefializacién mediadas por
MAP quinasas (proteinas quinasas activadas por mitégenos, MAPK) en la respuesta de las células
eucariotas frente a distintos estimulos ambientales y situaciones de estrés. La levadura con fisién
Schizosaccharomyces pombe constituye un excelente modelo para el estudio de las sefiales y circuitos
moleculares que promueven la activacién de las MAP quinasas, debido a que se encuentra
evolutivamente mas proxima 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 Styl y Pmkl, respectivamente, y su
actividad es fundamental para la regulacion de la morfogénesis, el ciclo celular y la respuesta frente a

situaciones de estrés.

Las proteinas quinasas C (PKCs) juegan un papel fundamental durante la regulacién de
numerosos procesos fisioldgicos, ya que modulan miltiples vias de sefializacién celular en los
organismos eucariotas. El estudio de la funcién de distintas isoformas de PKC es por ello
enormemente relevante, ya que alteraciones en su actividad catalitica han sido implicadas en el
desarrollo de algunas patologias en humanos como el cancer o Alzheimer. Schizosaccharomyces
pombe posee dos ortdlogos de PKC no esenciales denominados Pckl y Pck2. Ambas quinasas
comparten una importante homologia en sus secuencias de aminoacidos, siendo esta particularmente
significativa a nivel del dominio catalitico situado en su extremo carboxilo terminal. De hecho, tanto el
bucle de activacién como los motivos de giro e hidrofébico presentes en sus respectivos dominios de
activacién estan altamente conservados en relacion a las PKCs de células superiores. Previamente
nuestro grupo de investigacion habia demostrado que el residuo conservado de treonina-842 presente
en el bucle de activaciéon (AL) de Pck2 es fosforilado in vivo por Ksgl, el ortélogo a PDK-1 en la
levadura con fisiéon. De manera andloga, Pckl posee un residuo de treonina equivalente en posicién
823 del AL que podria ser también fosforilado por Ksgl. Ademas, tanto Pckl como Pck2 poseen un
dominio pseudosustrato autoinhibitorio conservado que hipotéticamente mantendria al enzima en una
conformacién inactiva al bloquear estéricamente su centro activo. Considerando su fuerte similitud
estructural y el papel redundante como activadores de la ruta CIP, pareceria 16gico pensar por tanto
que los mecanismos que regulan la activacion catalitica, estabilidad y funcién de Pckl y Pck2 son

idénticos en ambas quinasas.

Las rutas TOR desempefian un papel clave en el desarrollo y el envejecimiento y ha sido
implicado en trastornos como el cancer, las enfermedades cardiovasculares, la obesidad y la diabetes.
Nuestro grupo de investigaciéon ha propuesto un modelo en el que el complejo TORC2 regularia
positivamente la traduccién de Pck2 y la consiguiente activacion de la ruta CIP en respuesta a distintos

estimulos ambientales como el ayuno de glucosa o el dafio en la pared celular. La Rab GTPasa Ryh1

99



Objetivos

es responsable en S. pombe de la activacién del complejo TORC2 en respuesta al ayuno de glucosa,
mientras que la AGC quinasa Gad8 actiia como principal efector aguas abajo del complejo. Sin
embargo, se desconoce el posible papel de ambos elementos en la regulacién de la actividad de la ruta
en estas condiciones. Ademds, recientemente se ha descrito que Pmk1, la MAP quinasa de la ruta CIP,
promueve la inhibicion de la sefializacion dependiente de TORC2-Gad8 durante la respuesta a estrés,
lo que sugiere la existencia de un mecanismo regulatorio de retroalimentacion negativa entre ambas

rutas de sefializacion que modula la respuesta celular frente al estrés de una manera coordinada.

Finalmente, una caracteristica tnica de las MAP quinasas consiste en que su activacién por la
MAP quinasa quinasa implica la fosforilaciéon dual en residuos de treonina y tirosina del bucle de
activaciéon T-X-Y. De hecho, multitud de estudios realizados con distintos organismos apoyan la idea
de que la fosforilacién dual de las MAP quinasas es un requisito indispensable para garantizar su
actividad y funcionalidad bioldgica. Sin embargo, algunos trabajos han planteado la posibilidad de que
las formas monofosforiladas en treonina o tirosina de las MAP quinasas también posean actividad
bioldgica in vivo. Dicha posibilidad se veria apoyada porque, en primer lugar, la fosforilaciéon dual de
las MAPKSs es un proceso secuencial, y, en segundo, por la presencia de fosfatasas que desfosforilan
especificamente a las MAPKSs en residuos de fosfo-treonina, fosfo-tirosina, o ambos. La existencia de
fosfatasas fosfo-especificas sugeriria por tanto que las MAPK monofosforiladas son activas desde el
punto de vista bioldgico. Si las formas monofosforiladas de MAPK retienen actividad en distinto
grado, ello proporcionaria nivel extra de regulacién de sus funciones bioldgicas, ya que la duracién y

la intensidad de su activacién son criticas para inducir respuesta celulares especificas.

En base a los antecedentes descritos, en la presente Tesis Doctoral nos hemos planteado el abordaje de

los siguientes objetivos:

1. Identificacion de los mecanismos responsables de la maduraciéon, activacion catalitica y
estabilizacion de los ortélogos de PKC Pckl y Pck2.

Los resultados obtenidos tras el desarrollo de este objetivo han sido publicados en el articulo:
Differential functional regulation of PKC orthologs in fission yeast. The Journal of Biological
Chemistry (2017) 292:11374-11387.

2. Caracterizacion de la interaccion funcional entre las rutas TOR y de integridad celular.

Las evidencias obtenidas tras el desarrollo de este objetivo han sido publicadas en el articulo: Multiple
crosstalk between TOR and the cell integrity MAPK signaling pathway in fission yeast. Scientific
reports (2016) 6:37515.

3. Determinacion de la actividad biolégica de las formas monofosforilables de las MAP
quinasas Styl y Pmkl1.

Los resultados obtenidos tras el desarrollo de este objetivo han sido publicados en el articulo: 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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Publicacion 1:
Differential functional regulation of PKC

orthologs in fission yeast

Marisa Madrid, Beatriz Vazquez-Marin, Teresa Soto, Alejandro
Franco, Elisa Go6mez-Gil, Jerénima Vicente-Soler, Mariano
Gacto, Pilar Pérez, José Cansado.

ABSTRACT

The two PKC orthologs Pckl 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 Pmkl. 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 Pckl within the conserved
activation loop, turn, and hydrophobic motifs is essential for Pckl stability and biological
functions. Constitutive Pck activation promoted dephosphorylation and destabilization of Pck2,
whereas it enhanced Pckl levels to interfere with proper downstream signaling to the cell
integrity pathway via Pck2. Importantly, although catalytic activity was essential for Pckl
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.

Mayo 2017

The Journal of Biological Chemistry,
doi: 10.1074/jbc.M117.786087
http://www.jbc.org/content/292/27/11374.1ong

101



Publicacion 2:

Multiple crosstalk between TOR and the cell
integrity MAPK signaling pathway in fission
yeast.

Marisa Madrid, Beatriz Vazquez-Marin, Alejandro Franco, Teresa
Soto, Jerénima 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 Ryhl, a TORC2
complex activator, cross-activates the CIP and its core member, the MAPK Pmkl, by two
distinct mechanisms. The first one involves TORC2 and its downstream effector, Akt ortholog
Gad8, which together with TORCI1 target Psk1 increase protein levels of the PKC ortholog Pck2
during cell wall stress or glucose starvation. Also, Ryhl activates Pmkl in a TORC2-
independent fashion by prompting plasma membrane trafficking and stabilization of upstream
activators of the MAPK cascade, including PDK ortholog Ksgl or Rhol GEF Rgfl. 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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Publicacion 3:

Distinct biological activity of threonine
monophosphorylated MAPK isoforms
during the stress response in fission yeast

Beatriz Vazquez-Marin, Teresa Soto, Javier Encinar del Dedo,
Alejandro Franco, Jeronima Vicente-Soler, Elena Hidalgo,
Mariano Gacto, José Cansado, Marisa Madrid

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
MAPKKSs 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 MAPKSs Styl and Pmkl1
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 Styl and Pmkl
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 Styl showed a limited biological activity
particularly at the transcriptional level, threonine-monophosphorylated Pmk1l 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

Cellular Signalling, doi: 10.1016/j.cellsig.2015.09.017

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S089865681500279X?via%3Dihub
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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. Identificacién de los mecanismos responsables de la maduracién, activacidn catalitica
y estabilizacion de los ortlogos de PKC Pck1 y Pck2.

Conclusiones:

A pesar de su fuerte similitud estructural y redundancia funcional, los mecanismos que regulan la
maduracién, activacion y estabilizaciéon de Pckl y Pck2 tienen un impacto sobre su funcién
bioldgica notablemente distinto.

El ortélogo de PDK-1, Ksgl, fosforila in vivo en el residuo de treonina-823 en el bucle de
activacidon de Pckl, siendo dicha modificacion necesaria para proporcionar a la quinasa una
conformacién estable y funcional.

Al contrario de Pck2, las fosforilaciones de Pck1 en el bucle de activacién y en los motivos de giro
e hidrofébico son esenciales para regular su estabilidad y funciones bioldgicas.

La activacién constitutiva promueve la desfosforilacion y la desestabilizacién de Pck2, mientras
que aumenta los niveles de Pckl, lo que provoca un fenémeno de interferencia en la sefializacion
hacia la ruta de integridad celular dependiente de Pck2.

Pckl juega un papel relevante en S. pombe como efector de Rhol durante el control del
crecimiento celular y la activacién de la ruta de integridad celular.

Mientras que la actividad catalitica es esencial para la funcidén bioldgica de Pckl, Pck2 es

parcialmente funcional independientemente de esta.

Objetivo 2. Caracterizacion de la interaccion funcional entre las rutas TOR y de integridad celular.

Conclusiones:

Torl (TORC2) y su principal diana, Gad8, regulan positivamente los niveles de Pck2 y la
activacion de la ruta de integridad celular y la MAPK Pmk]1 en respuesta al dafio en la pared celular
y el ayuno de glucosa.

El complejo TORC1-Pskl coopera con TORC2-Gad8 durante el control de la adaptacion al estrés,
la regulacién de los niveles de Pck2, y la activacion de la ruta de integridad celular.

Torl, Gad8 y Pskl se asocian a los ribosomas in vivo durante la traduccién, siendo dicho

mecanismo independiente de la presencia de TORC2.
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La regulacion por los complejos TORC1 y TORC2 de los niveles de Pck?2 y la activacién de Pmk1
en respuesta a estrés es independiente de la actividad de la proteina ribosomal Rps6.

La Rab GTPasa Ryhl regula positivamente la sefalizacién 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 localizacion en la membrana plasmatica y/o el
procesamiento de activadores especificos de la ruta CIP.

Pmk1 regula negativamente la sefializacién dependiente del complejo TORC?2 aguas arriba de
Ryh1 durante la respuesta a estrés mediante un mecanismo independiente de Pck2 y Gads.

Its3, la fosfatidilinositol 4,5 bifosfato quinasa en S. pombe, participa en la sefializacion de TORC2

en respuesta a estrés e independientemente de su funcién como activador de la ruta CIP.

Objetivo 3. Determinacion de la actividad bioldgica de las formas monofosforilables de las MAP
quinasas Styl y PmkI.

Conclusiones:

La activacion dual de las MAPKs Styl y Pmkl1 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
idnica, la separacion celular, y la adaptacion celular frente al estrés.

La capacidad de la isoforma de Styl monofosforilada en treonina para promover la adaptacion
celular frente al estrés y durante el control de la progresion del ciclo celular es muy limitada. De
hecho, es necesaria la presencia de una version de la quinasa fosforilada dualmente para permitir la
expresion de genes dependientes del factor de transcripcién Atfl en respuesta a estrés.

La incapacidad de fosforilacion por la MAPK quinasa de de Styl y Pmkl en el residuo de
treonina de su bucle de activacidn provoca la union constitutiva entre la MAPKK y la MAPK y la
hiperfosforilacion en el residuo de tirosina.

La fosforilacién en tirosina es un pre-requisito para una adecuada fosforilacion de Styl y Pmk1 en

el residuo de treonina tanto en condiciones basales como en respuesta a estrés.

5.2. Conclusiones generales

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

siguientes conclusiones generales:

La evolucién temprana a partir de un antepasado comin implicé cambios importantes en los
mecanismos que regulan la activacion catalitica y la estabilidad de los miembros de la familia PKC,
lo que permitirfa un control flexible y dindmico de sus funciones bioldgicas, incluyendo

seflalizacion por medio de las rutas de MAP quinasas.
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La interaccion funcional entre las rutas de MAP quinasas de integridad celular y TOR permiten la
supervivencia celular y adaptacién frente a miltiples situaciones ambientales.

Las formas monofosforiladas en treonina de las MAP quinasas Styl y Pmkl son funcionales in
vivo, aunque de forma parcial, siendo capaces de fosforilar a sus sustratos y promover una

respuesta adaptativa moderada frente a estrés.
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