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ABREVIATURAS

ADN: acido desoxirribonucleico

AMPc: adenosin-monofosfato-3' 5'-ciclico

ARN: acido nbonucleico

ARMNm: acido nbonucleico mensajero

BSA: albumina sérca bovina

BPE: azul de bromofenal

CDK: quinasa dependiente de ciclina

DAPL 4' B-diamidino-2-fenilindol

DMSO: Dimetil sulfdxido

D.0.: densidad dptica

DTT: ditictreital

EDTA: 4cido etilendiaminotetraacetico

GAP: proteina activadora de la actividad GTFasa
GEF: factor intercambiador de GFP

GFP: proteina fluorescente verde

HA: epitopo de hemaglutinina

HABH: epitopo de hemaglutinina seguido de 6 histidinas consecutivas
HEPES: acido M-{Z2-hidroxietil Fpiperazin-H'-(2-etanosulfonica)
kDa: kiloDalton

MAPK: MAF quinasa, proteina quinasa activada por mitdégenos
MAPKK: MAF guinasa guinasa

MAPKKK: MAP quinasa guinasa quinasa

MES: acido 2-N-morfolino-etanosulfdnico

MOFPS: acido 3-M-morfolino-propanosulfonico
NP-40: nonidet P-40

ORF: fase de lectura abierta

P: ortofosfato

PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida
pb: pares de bases

PES: tampdn fosfato salino

PEST: tampon fosfato salino con Tween-20
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PKA: proteina guinasa dependiente de AMPC
PKC: proteina quinasa C



p/p: peso soluto/peso disolucian

piv: pesofrolumen

r-p.m.: revoluciones por minuto

SAPK: proteina quinasa activada por estres
3DS: dodecil sulfato de sodio

SPE: Cuerpo polar del husao

B5LC: citrato de sodio salino

TAE: tampon Tris-acetico EDTA,

TES: tampdn Tris salino

TEST: tampdn Trs salino con Tween-20
TE: Tris-EDTA

Tris: Tris-(hidroximetil Faminometano
U.R.: unidades relativas

V:wvoltios

viv: volumeniolumen

YGRC: " Yeast Genetic Resource Center
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INTRODUCCION






1.- CARACTERISTICAS GENERALES DE Schizosaccharomyces
pombe

La primera referencia a Schizosaccharomyeas pombe (Figura [L1) data de 1893, cuando

F. Lindner aisld este microorganismo a partir de cerveza de mijo elaborada en ciertas regiones

de Africa. El nombre genérico pretende resaltar
las similitudes con la levadura Saccharomyces
ceravisize vV hace referencia a su particular
mecanismag de division por fisién {(Schizo-) Por
otro lado, el epitopo especifico pombe indica el
nombre local de la cerveza elaborada con este
microorganismo. Curiosamente, la mayoria de
las estirpes silvestres v mutantes de 5 pombe

utilizadas en los laboratorios proceden de un

aislamiento  realizado en  Europa por A

. Figura L1- Imigenas do Schizosaccharomyces powmbe
Ostervialder (1921) a partir de mosto. cbienldzs empleande distinias tecnlcas mlcroscoplcas

5. pombe es Un eucariota unicelular gue forma colonias de células libres inmaoviles. Su
morfologia celular es cilindrica, con un tamarno de 12-15 x 3-4 pm. Taxondmicamente, 5.
pombe queda encuadrada dentro de los ascomicetos (Figura |.2) al igual que 5. cerevisige. Sin

embargo, &l analisis de las secuencias génicas indica que la separacion evolutiva entre ambas

levaduras OCUTit
DOMINIO: Eukarya préxima a la
REING: Hongos . .
SRR Dikarya divergencia de los
e i hongos de plantas v
SUBFILO: Taphrimycotina
CLASE: Schizosaccharomycetes metazoos hace 1000-
SUBLCLASE: Schizosaccharomyceatidae .
ORDEN: Schizosaccharomycstales 1200 millones de
FARMILIA; Schizosaccharomycetaceae arios (Sipiczki, 2000
GENERO: Schizosaccharomyces
ESPECIE: Schizosaccharomyces pombe Heckman ef af, 2001,
Flgura L2.- Claslficaclen taxendmica de  Schlzossccharomyces  pombse.  Adaptado  de James ef a’r" 2008 :I
http & ndexfungorum.orgd v James ef af. [2006).
De hecho, la

divergencia observada entre algunos genes homdlogos de 5 pombe v 5 cerevisiae es tan

grande como la que presentan con sus respectivas homologos en humanos.

5. pombe posee una serie de caracteristicas que o hacen especialmente iddneo como
modelo de estudio en muchos campos de la biclogia celular. Su genoma esta totalmente

secuenciado (3 cromosomas, ~ 14 Mb, Wood &f af, 2002) v su ciclo bioldgico es rapido v



fundamentalmente haploide, lo que permite su manipulacién genética de manera sencilla sin
interferencias de una segunda copia genica. Ademas, la existencia de un ciclo sexual permite,
através de la conjugacion, combinar mutaciones, crear estirpes con proteinas marcadas con

distintos epitopos o condicionar la expresion de genes de una manera rapida v sencilla.

iZomo eucariota simple, comparte un alto grado de similitud con las células de
organismos superiores en cuanto a la regulacion de procesos bioldgicos fundamentales comao
la organizacidén del citoesgueleto, la compartimentalizacion celular, el procesamiento del ARRM,
etc. Ademds, su particular mecanismo de divisién por biparticidn, a diferencia de la mayoria de
levaduras que se dividen por gemacién, la hace especialmente interesante para el estudio del
ciclo celular, pudiendo reconocerse en gué fase del ciclo se encuentran las células

simplemente por su morfologia.

Como componente de la comunidad fungica, 5. pombe presenta una pared celular gue
le proporciona proteccion mecanica, forma v estabilidad osmotica. Esta caracteristica permite
su empleo como modelo en el analisis de los procesos de formacidn, biosintesis v degradacion

de este componente celular, v para estudios con farmacaos antifingicos.

1.1.- Ciclo de vida de Schizosaccharomyces pombe

En condiciones favorables de crecimiento las células de 5. pomrhes son haploides v se
dividen asexualments por mitosis (ciclo mitdtico; Figura 13). Sin embargo, cuando las
condiciones externas se vuelven adversas, 5 pombe puede llevar a cabo un ciclo sexual por
conjugacion entre tipos sexuales opuestos, denominados h* yw b {cepas heterotalicas ). Ademas,
existen cepas homotéalicas (h®") capaces de conjugar entre ellas yva que en estas condiciones

algunas celulas pueden sufrirun cambio del tipo sexual.

En medios de cultivo con glucosa, el ciclo vegetativo de una cepa haploide de 5 pombe
dura aproximadamente 2= horas. Sin embargo, en respuesta a la limitacion de nutrientes, v
especialmente en ausencia de nitrdgeno, se induce el ciclo sexual (Figura |3). Las células
bloguean su ciclo celular en la fase Gy, v, si en la poblacion se encuentran presentes ambos
tipos sexuales (h* v h), comienza el proceso de conjugacion con la elongacion de las células
hacia las del sexo opuesto ("shmocing”). Las dos células se fusionan para dar lugar a un Zigoto
diploide que entra en un proceso de meiosis seguido de la esporulacion, donde se genera un
asca con cuatro esporas haploides. Finalmente, las paredes del asca se autolisan liberando los

cuatro productos meidticos, gue pusden sobrevivir durante largos periodos de tiempo en



condiciones abidticas (Leupold, 1950) Cuando las condiciones ambientales lo permiten, las

E5poras germinan y entran nuevamente en el ciclo mitdtico (Yamamoto et af, 1997

Ascosparas

: Asca azigotica
{haploides)

Cicle Mitatico

{haploide) ]

Limitacién de
AsSCOSporas nutrientes

{haploidas

@Uclo Mitatleo

[digloida)

Cicle Conugscion
Saxual

Melosis Limitacidon de

nuimenies

Condiziones
favorables

Asca zigatica Zigota (diploide)

Figura L.2.- Clolo de vida de 5. pombs,

Alternativamente, el zigoto puede desarrollar un ciclo vegetativo diploide si las
condiciones del medio mejoran en el momento de su formacidon. Sin embargo, los diploides son
bastante inestables, y ante la limitacion de nutrientes inician la meiosis sin necesidad de
conjugar, generando ascas azigoticas constituidas por cuatro ascosporas haploides (Figura
[.3).

2.- EL CICLO CELULAR DE S. pombe

Aligual que el resto de organismos eucariotas, SohZosaccharomycses pombe presenta
cuatro fases diferenciables durante su ciclo celular Gq, 5, Ga v M (Mitchison, 1970; Figura 4.
La fase Gq 0 "Gap 1" supone un intervalo entre la mitosis v la replicacion de los cromosomas,

caracterizado por la sintesis de ARMN v proteinas necesarias para la duplicacion del ADMN. En



este punto, si la disponibilidad de nutrientes es limitada, las células pueden iniciar el ciclo
sexuUal. Siono, entran en la fase 5, comenzando la replicacidn del ADM de forma simultanea en
varios puntos del genoma. En 5 pombe, la duracion de la fase 4 es relativamente corta, pues
tras la divisidn las células hijas yva poseen un tamarfio suficiente para iniciar la duplicacién del

material genético (MacMeill v Fantes, 1997).

La divisian celular ocurre por la formacion de un septo de division en el centro de la
celula. El septo primano, rico en Fglucano, comienza a crecer desde la superficie interna de la

pared  celular  hasta  dividir el

citoplasma en dos partes iguales.
Entonces, cada célula hija contribuye
a la formacion de un  septo
secundaric a ambos lados  del
@) primario. La formacion del septo

\ maduro, compuesto paor tres capas
(septo primario v dos secundanos),
Gz finaliza durante la fase Gy La
separacion celular comienza con la
3 degradacidn de la pared celular gue

‘- limita el septo, v la degradacion

Flgura 14 Clelo clular de S, pombs. hacia el interior del septo primano,

liberandose asi las dos células hijas
al comienzo de la fase 5 Las fases M, Gy v 5 ocumren normalmente antes de la separacion
fisica de las dos células hijas, por lo que cuando esto sucede ya han alcanzado la fase G;

temprana (MacMeill v Fantes, 1997

Tras la division celular, las células hijas comienzan a crecer de manera monopolar por
el polo "wigjo", vy uUna wez alcanzan una masa critica determinada se inicia también el
crecimiento por el polo de nueva formacidn. Esta activacion del crecimiento bipolar (METO,
"New End Take OF) ocurre va en la fase G 0 "Gap 2", etapa que ocupa en tomo al 70% del
ciclo de la levadura, durante la que se produce un incremento de la masa v tamarno celular,
preparandose para la division. Cuando alcanza un tamario critico, la célula entra en mitosis
(fase M), se produce la condensacion de los cromosomas, la formacion del huso mitdtico v 1a
segregacidon de las cromatidas hermanas a ambos polos celulares (Hagan v Hyams, 1988),

Ccomenzando un nuaya cicla,



2.1.- Regulacidn del ciclo celular en 8. pombe

El mecanismo de division por fision binaria de 5. pombe o convierte en una hemramienta
especialmente Util para los estudios de regulacion del ciclo celular, puesto que los mutantes
gque presentan un retraso en la entrada en mitosis alcanzan un mayor tamano antes de
dividirse, v por el contrario, aguellos gue entran prematuramente, se dividen a un tamanfo
menor (Fantes 1979, Murse v Thuraw:, 1980). Ademas, la regulacion de la mitosis en animales
multicelulares presenta una mayor similitud con 5. pombe que con la levadura gemante 5.
careviciae, por lo gue los estudios en este campo han resultado muy fructiferos empleando

este microorganismo como modelo (Russell v Nurse, 1986 v 1987

Los mecanismos de regulacion del 25
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conservados en |los organismos eucariotas, | 5 Cerewisiae | COKUCDC28 | Todas
_ ) 5. pormbe Cdk1/Cde2 Todas
De todos los componentes implicados en COK1COCT M
el ciclo de division celular {cdes), destacan COK2 GiS, 5y G
las guinasas dependientes de ciclinas o ChKa GG
CDKs ("Cyeln-Dependent Kinases') como i G_'
COkA Dif. neuronal
elementos  centrales  de control.  La | 4 sapiens COKE G,
concentracién  de  estas  guinasas  se COkKT CAK? transcripeian
mantiene constante a lo largo del ciclo L Transcripeion
. ZOkKA3 Transcripcion
celular. Sin embargo, sufren  bruscas COKIT e
variaciones en su estado de fosfonlacion COK11 Transcripcian, M

que conllevan cambios drasticos en la Tahla 1.1.- Quinasas depandlentes de clclinas en distintos organlsmos.,

. Ly . . Adaptado de Tie Cell Cycie grivcgdies of coafrel Morgan [2007), ¢ revwson
actividad enzimatica. Las oscilacionss en  de Romane v 6 ordane [2008), *CAK "Cok-Activafing Kinase".

la actividad de las CDWKs dependen fundamentalmente de las variaciones en los niveles de sus
unidades reguladoras denominadas ciclinas, en cuya ausencia el sitio activo de la guinasa

gqueda blogueado, reduciendo la actividad de la guinasa (De Bondt ef &/, 1993).

En las células humanas, que contienen mas de diez genes diferentes que codifican
proteinas de la familia de las CDKs, solo unas pocas regulan directamente el ciclo celular. El
resto forma complejos con otras proteinas o esta implicado en la regulacion de la
diferenciacion, la transcripcidn, o en respuesta a factores externos (Tabla |.1). For el contrario,
en I pombe existe una dnica CDKW esencial en el control del ciclo celular, Cdk1/CdcZ,
fuertemente conservada en organismos superiores v otras levaduras (Lee v Murse, 1987, Tabla
1)



A o largo del ciclo celular las CDRls se asocian a diferentes ciclinas, resultando en
diferentes complejos CDR-ciclina gque regulan los procesos que ocurren en cada etapa. Estas
ciclinas pueden clasificarse en cuatro tipos, dependiendo de su apancion durante el ciclo v suUs
funciones (Tabla 1.2). Las ciclinas G4-5, S v M estan directamente implicadas en el control de
los sucesos del ciclo celular, mientras que las ciclinas Gy contribuyen al progreso del ciclo en

resplesta a factores extracelulares (Tabla [.2).

Aungue en 5. porrhe existen tres ciclinas tipo B (Cde13, Cig1, Cig2) v una tipo Cln (de
mayor similitud con las ciclinas de 5 cerevigigs) (Tabla 1.2), sdlo Cdcl3 es esencial para la
progresion del ciclo, o que sugiere que el complejo formado por Cdc2-Cdc13 es suficiente para

regular tanto la fase S como

ol Tipos de Ciclinas (y CDK a la gque se ung) la M, decidiendo si la célula
G1 . "-‘;”g o ESC' 1 CdMH duplica su ADMN o entra en
ucl, Zig 192, g c
L s (Cde2) (Cde?) (Cde2} | division (Fisher y Nurse,
Gl ClLh3 CLKN1, CLM2 | CLBS, CLBE | CLB12.34 1996
; (cDC28) [CDC28Y (CDC28) (cDC2a) )
R Ciclina D123 Ciclina E Ciclina A Ciclina B
e (COkE) [COKZ) (COR21) (COK1)

Tahla 1.2.- Tipos de clclinas Impllcadas an o contrel del clcle celular, Adaptado de Tie Cef
Cyofe princigles of codfrel. Morgan [2007).

2.1.1.- Bequlacién de la actividad de Cdc2 a lo larqo del ciclo celular en S. pombe

Siendo Cdc? la Unica CDK presente en la levadura, su actividad esta fuertemente

regulada en todas las etapas el ciclo mediante tres mecanismos fundamentales:
formacion/degradacion de complejos CDR-Ciclina, fosforlacién/desfosfonlacidon v la presencia

de inhibidores (Figura 5],
2.1.1.1 - La fransicion GM: Cde25 y Wee T

El componente central de la maguinaria del ciclo celular en 5 pombe es el dimero
Cde2-Cdc13, conocido como MPF (" M-nfiase Promoting Factor'), el cual se va acumulando en
el nicleo a lo largo de la fase G.. En esta fase del ciclo, el MFF permanece inactivo poraccion
de las guinasas YWeel v Mik1, capaces de fosforilar a Cdc2 en el residuo de Tirosina-1% (T},xr“s),
inhibiendo su actividad (Russell v Murse, 1987, Gould v Murse, 1989, Lundgren =f &/, 1991) v

evitando la entrada en mitosis.

A diferencia del modelo de mamiferos, donde la decisidn de entrar en divisidn se lleva a
cabo por un checkpoint gque asegura que se ha producido la replicacion del ADMN, en 5 pombe
la resolucidn se toma al alcanzar un tamario celular critico (Kellogg, 2003, Rupes, 2002).

Fecientemente, se ha establecido la conexion entre el tamano celular v la decision de entrar en
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mitosis (Moseley sf &, 2008; Martin v Berthelot-Grosjean, 2008). Los principales reguladores
negativos de la actividad de VWeel son las quinasas Cdr? v CdriMim1 v, segln estos trabajos,
es el crecimiento de la célula el gue genera un gradiente de las proteinas implicadas en la
regulacién de Cdr2 v Crdrl v lleva a su activacidn, inactivando a Weel y pemitiendo asi la
activacion de Cdc? (ver Apartado 2.1.2)

Al final de la fase G, la inhibicidn de VWeel v la activacion de la fosfatasa CdoZs (capaz
de eliminar el grupo fosfato de la Tyr15 de Cdc2; Russell v Murse, 1988; Millar =f af, 1991
hacen que se genere un pico de alta actividad del PMF, promoviendao la entrada en mitosis
(Morbury v Murse, 1990; Stem v Nurse, 1996 (Figura [.5).
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Rum7™ Inactivacién dal MPF

B e Rumi - : e igo i bt fone

e Uil

Anlivaizinn
. i MEE

LR TR TR AR T
s inhibidines

snnlesis U
LRt Il 4
rinlinas

Inactiverlin
dal MPT

_____ / L { Fally { Fermaclén de
P N $E jewca dimeres:
Cig2 ‘s i Hea B
Fonmacisn del dirsers T : sy P s EF"W&:&?: ' CDK Ciclina
Cdc2 deld (MPF) : iR s

Gfg']“-".l_'- - e J Degredecicn de
2 i 2 inhibidoras

Figura 15.- Mecanismes da regulaclén de 12 actividad de Cde2 a lo large del clole celular, Adaptado de Morgan [2007). Las ineas
d scontnuas [-—) nd can degradac on o nactwac on de as prokeinas o comp ejos nd cados.




2.1.1.2 - La fransicion G5 APC/SHS, APC/SnT, RumT v los dimaras Cde2-Ciclina

La actividad del propio MPF durante la entrada en mitosis estimula la activacion del
APC ("Anaphase-FPromoling Complex), encargado de sefializar la degradacion de vanos
reguladores del cidlo celular (Amon ef a4, 19894 La formacion de los complgjos APC/SIpT v
APC/Sted promueven la degradacion de Cdc13 mientras la célula avanza hacia la fase &4
(kitamura et al., 1998). También en esta etapa aparece RumT, un inhibidor estequiométrico
capaz de unirse al dimero Cdc2-Cdc13 e inactivarlo (Moreno v MNurse, 12894, Moreno et &/,
1994, Correa-Bordes v Murse, 199%; Marin-Castellanos sf &/, 1996) (Figura 15). De este
muoda, el descensa de los niveles de la ciclina Cdcl13 v la inhibicién llevada a cabo por Rum

conducen a un descenso de la actividad del MPF .

Durante la fase G4 se produce la expresidon de otras ciclinas v la formacion de nuevos
complejos gue permmiten el progreso del ciclo: Cdce2-Cigl (que fosforila v sefaliza a Rum? para
su degradacion durante las fases 5 yw G, Comea-Bordes ef &/, 1997), Cdc2-Fuct (Martin-
Castellanos ef &/, 2000) v fundamentalmente Cig2 {estimulado por el factor de transcripcion
Cde10). El complejo Cdc2-Cig2 no es degradado por ARPC/Sted v no se inhibe eficazmente por
Fum1, de modo que en las celulas se incrementa la actividad de Cdc? lo suficiente para
fosforilar e inactivar a Sted, disociar el APC (Blanco ef af, 2000} v eliminar a Rum1. Se
alcanzan asi los niveles de actividad de Cdc2 necesarios para fosforlar v modular la actividad
de proteinas implicadas en el comienzo de la fase S vy terminar de degradar a los inhibidores.
Cuando finaliza la replicacidn del ADMN, las células se encuentran en fase G temprana,

iniciando un nuevo ciclo (Figura |.5).

2.1.2.- Inhibidores y activadores de la quinasa Weel

La actividad del MPF durante la mitosis es un paso crucial gue debe estar sujeto a un
control muy rnguroso. Los dos elementos principales encargados de esta funcion son Wyee 1 v
Cdc25, cuya regulacion es compleja, no del todo conocida v en la que participan multiples

elementos para coordinar los procesos celulares con la division,

La quinasa YWeel es la principal responsable de inhibir la entrada en mitosis por
fosforilacion de Cdc2 en un residuo conservado de tirosina (Tyr'®) que inactiva a la proteina
(Gould v Murse, 1989 Lundgren ef &/, 1991). Las células carentes de weef® entran
prematuramente en mitosis v se dividen cuando alcanzan un tamario gue es aproximadamente
la mitad del normal. For el contrario, la sobre-expresion de este gen retrasa la mitosis, de modo

que las células alcanzan un tamario mayvor antes de dividirse, indicando gue es un regulador

10



negativo de la mitosis v que ademas actla de manera dosis-dependiente [(Russell v Murse,
1987

Se trata de una proteina de ~97 kDa gue localiza fundamentalmente en el ndcleo, donde
ejerce su actividad sobre Cdc? (Aligue &t af, 1997 SU dominio guinasa aparece conseryado
en el extremo C-terminal. Sin embargo, el extremo MN-terminal difiere mucho entre sus
homdologos de 5. cemswisigs (SWET), Drosonhia melanogaster, Xenopus v humanos (Aligue ef
al, 1997), porlo que los mecanismos moleculares gque regulan la actividad de VWee 1 no estan

totalmente esclarecidos v pueden presentar diferencias significativas de un organismo a otro.

Fuesto que se trata de un inhibidor de la entrada en mitosis, su actividad deberia
cambiar drasticamente al final de la fase G2 A favor de esta idea se ha observado gque, aungue
los niveles de ARMN mensajero de wee?” se mantienen constantes a lo largo del ciclo, los
niveles de proteina sufren una ligera osciladidn, reduciendose durante la entrada en mitosis v la
fase Gq (Aligue efaf, 1997 lo gue sugiers una regulacion a nivel de traduccion del mensajero

de wee i’ o posttraduccional, afectando a la estabilidad de la proteina.

Los estudios realizados hasta el momento en diversos organismos indican gue la

acumulacion sucesiva de fosforilaciones constituye un mecanismo de regulacién negativa de

esta proteina (revision de
kKellogg, 2003 Lee et &/,
2005 Harvey sf af., 2005

Los homdlogos de Wyeel

Entrada
en Mitosis

presentes en 5. pomhe, 5.
caeravigige Y Xenopus
muestran una fluerts
hiperfosforilacion  durante
la division celular vy,

curiosameante, en los

extracios obtenidos  de
Blequeo

Kenopus durante la en G,

mitosis, la actividad
quinasa de *WEE1 esta
reducida. En S cersvisiae,
SWE TAEEN a5

Fligura 6.~ Inhiblderes y actlvadores de Wes! y Cde2B, Las f echas [—) nd can aceon

degradada durante la artvadora 0 et mu adora, mentras que e simbo o d* nd ca nhb con. Lasfechas d scontnuas
nd can que a accinno esd ecta o no ha & do demostrada.

transicidén Za/M sU
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expresion comienza a incrementar durante la fase S v va acumulando fosforilaciones mientras
progresa el ciclo (Shulewitz ef g/, 1999, MchMillan ef 2/, 1999 Sreenivasan v Kellogg, 1999,
Estas especies hiperfosfonladas son susceptibles de ubiquitinacion v subsecuente degradacion
por el proteosoma (Sia ef 8/, 1998 McMillan ef g/, 2002,

Dada la importancia de regular la actividad de “Weel, cabe esperar gque algunas de
estas fosforilaciones sean activadoras, mientras otras inhiban su actividad (Figura |8). En
cuanto a los activadores, estudios previos han demostrado que las quinasas implicadas en el
checkpoint de darfos en el ADMW Cds1 y Chk1 son capaces de fosforilar v activar a Wee1. En
resplUesta a tratamientos con hidroxiurea v radiacion ultravioleta, esta fosforilacion produce un
aumento de la actividad quinasa de Wvee1 sobre Cdc? induciendo un blogueo del ciclo en Gay
estableciendo asi una relacidn entre el estado de la replicacidn del ADN v la progresion del
ciclo celular (Boddy et g/, 1998, O'Connell ef af, 1997

For el contrario, los principales reguladores negativos de la actividad de Wee1 son las
quinasas Cdri/MNim1 v Cdr2. cdri’/nimi* codifica una proteina de ~70 kDa cuyos niveles de

expresion parecen no variar a lo largo del ciclo (Wu ef af, 1998), v que es capaz de fosforlar

directamente a Weel, reduciendo su
actividad /i wifro (Russell v Murse, 13987,
Py Coleman et af, 1993, Farker of af, 1993,
j‘ Wiy Russell, 1993). Asimismo, odr2?

Poml Pom1

codifica una proteina de ~86 kDa con un
motivo guinasa de sernadreonina en su
region  M-terminal v relacionada  con
CdrliMim1. Los analisis realizados i witro
confirman gue Cdr2 es capaz de unirse vy
fosforlar a Wyeel en su extremo MN-terminal
(kanoh v Russell, 1998, Breeding =t af,

1998 Kecientemente se ha establecido un

modelo de regulacion de Wee 1 mediada par
Zdrl oy Cdr2 yw oen la que interviens la
quinasa Fom1 para indicar a la celula =l
Figura L7 Models de regulacien de 12 entrads an mitosls en S S
funclén del tamafio celular. Adaptado de Moze ey ef 2l [2008) y momento de iniciar la division (Moseley ef
Mamny Beiche or-Grogean [2008). ) )

al, 2009, Martin v Berthelot-Grosjean,

2009). 5egln este modelo, Cdr2 fosforila v activa a Cdrl, siendo ambas capaces de inhibir a

Wiieel (Moseley ef g/, 20090 El madulo Cdr2-Cdri-wWee1 localiza en los nodos interfasicos -

una region en el centro de la célula justo debajo de la membrana celular alrededor del nlcleo -
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vy esta localizacion es dependiente de CdrZ (Moseley sf af, 2009) De acuerdo con |os
resultados de estos trabajos (Moseley of &/, 2009, Martin v Berthelot-Grosjean, 2009}, Fom1 -
una quinasa de la familia DYRK implicada en el crecimiento polanzado v posicionamiento del
septo durante la citocinesis (Bahler v Pringle, 1988, Bahler v Murse, 2001) - localiza en |os
polos de la célula v regularia la actividad de Cdr2 actuando como un inhibidor. De esta manera,
en las células de pequefio tamaro, Pom1 inhibiria a Cdr2 (que a su vez actda sobre Crd1), de
modo que Weel puede llevar a cabo su accion sobre la Tyr' de Cdc2, inhibiendo asi al MPF v
evitando la entrada en mitosis (Figura 1.7). Sin embargo, conforme la célula va creciendo, |os
polos quedan mas algjados del centro celular, y por tanto del modulo Cdr2-Cdr1-\Wee1 (Figura
|. 7). En estas condiciones, Pom1 ya no es capaz de actuar sobre CdrZ, de modo que VWeel es
finalmente fosforilado, anulando asi su actividad sobre el MPF (Moseley ef &/, 2009; Martin v
EBerthelot-Grosjean, 2009).

Los correspondientes ortdlogos en 5. cerevisiae de odri® [H5L1) v odr2” (I8 v KCO4)
no parecen actuar directamente sobre SVWETANVEE, sino intervenir en la adecuada localizacion
de SWE1 durante el desarrollo de la vema v la formacion del anillo de separacidn (Longtine ef
al, 2000; Barral efaf, 1999, Shulewitz ef &/, 1999). Sin embargo, si se ha descrto que CDCS,
el homdlogo de Folo quinasa (Flol en 5 pombe), v CLAL, implicado en la citocinesis v
gemacion, ¥y homdlogo de STE20 de 5. cerevisias, pueden fosforlar a SWE1T i viro v
comprometer su actividad (Sakchaisr ef af., 2004

Ln aspecto comun entre los homélogos de WEET en diferentes organismos es la
conservacian en la proteina de dipéptidos de Ser-FPro v Thr-Fro, que constituyen la secuencia
CONSenso minima necesaria para la fosforilacion por Cdk1/Cdc2 (Migg, 19933 De hecho, la
hiperfosforilacion de Weel en Xenopus durante la mitosis es dependiente de la actividad de
Zdc2?, v se ha demostrado gue este Cdc2 puede unirse a Weel i wiro iMueller ef &/, 1995,
Tang efal, 1993 Harvey ef g/ (2005) describieron en 5 cerevisiae que el propio dimerg CDIK-
Ciclina (CDC28-CLEZ) es capaz de fosforilar a SWE1 v reducir su actividad, pero al mismo
tiempo esta fosforilacidn es necesana para la completa actividad de SWE1. Segun su modelo,
durante la fase ; tardia, se incrementan los niveles de SVWE1, que se une al complejo de
reciente formacion CDC2E/CLE2, fosforilando e uno al otro. La fosforilacidn del dimero sobre
SWWET la vuelve plenamente funcional, mientras que la accidn de la quinasa sobre éste,
bloguea la actividad de CDC238. Conforme avanza el ciclo celular, SWE1 va siendo fosforilada
por otras guinasas, v cuando CDC28 es desfosforilado por la fosfatasa MIHT (homdlogo de
Cdc2d de 5 pombe), termina de hiperfosforlar a SWE1, inactivandaola v permitiendo la entrada
en mitosis. Sin embargo, la conservacion de este modelo de regulacion de SWEIANVEET no ha

sido confirmada por el momento en ofros organismos.
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2.1.3.- Requladores de la aclividad de la fosfatasa Cdc25

_dc25 es una proteina fosfatasa de ~66 kDa cuva actividad es esencial para la entrada
en mitosis, actuando como un inductor de la divisidn celular de manera dosis-dependiente v en
sentido opuesto a Wee1 (Russell v Murse, 1986). En 5. pombe, Cde?s es capaz de eliminar la
fosforilacién en Tyr'® de Cdc2 que bloquea su actividad por accién de la quinasa inhibidora
Wiieel (Russell y Murse, 1986, Millar et af, 1931

lgual que en el caso de Vyeel, la regulacidon de la actividad de Cdc25 es compleja, v no
estan totalmente esclarecidos los mecanismos ni identificados todos los reguladores gue
participan el proceso (Figura 1.8). En mamiferos existen tres genes relacionados (CDC2584,
COC268 yw COC25C) gue muestran funciones solapantes v algunas propias de cada isoforma
(Donzelli v Draetta, 2002). Curiosamente, CDC2545 es suficiente para llevar a cabo todas las
transiciones a lo largo del ciclo, aungue la isoforma COC25E es necesaria para las divisiones
meidticas gue ocurmen en los ovocitos de raton (Chen ef &/, 2001, Lincoln &t af, 2002;
Ferguson =f &/, 2005%). Asimismo, la sobreproduccion de las versiones COC254 v COC25A8
parece estar relacionada con la proliferacidon de algunos fipos de células tumorales
(kristjansdattir v Rudolph, 20043

De manera similar a VWeel1, CdcZd es una proteina que presenta en suU seclencia
multiples regiones fosforilables que regulan su actividad. En mamiferos, la hiperfosforlacion de
CDCZ25C conduce a la activacion de su actividad quinasa, mientras que sobre CDC254
estabiliza la proteina v evita su degradacion por ubiquitinacién. Por el contrano, tras la salida de
la mitosis, la desfosforlacion de la proteina devuelve la actividad inicial a la isoforma CDC25C,
mientras gque CDC252 es reconocida v degradada por el APC ("Anaphase-Fromoting

Complex").

En 5 pombe, la Unica Cdc2b existente comparte propiedades con las tres isoformas
presentes en células humanas. Como en el caso de Weel, la fosforilacion de Cdc2d en
diferentes regiones de su extremo MN-terminal puede regular positiva o negativamente su
actividad. En Xenopus, la presencia de sifios consenso de fosfonlacion para Cdldl en CDC25
criticos para su hiperactivacion en mitosis ha demostrado que el dimero Cdk1-Ciclina estimula
arwitro la actividad de CDC25C de humanos (lzumi y Maller, 1893, Hoffmann ef &/, 1993). En
el caso de 5. pombe, se ha observado que la fosforlacion activadora de Cdc2d depende ir vivo
de la actividad de Cdc? (Kovelman v Russell, 1996}, confirmando los datos anterores v
estableciendo un mecanismo de retroalimentacion positiva en la activacion de CdcZ para la

entrada en mitosis.
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Dtro activador de la actividad fosfatasa de Cdc2s es la Polo guinasa, Plo1. El homélogo
de Xenoopus (PLXT) fue purificado de los extractos mitdticos unido a la region M-terminal de
Zdc2b v se demostrd que es capaz de estimular su actividad (Kumagai v Dunphy, 1996) Los
mutantes afectados en la actividad de la Polo quinasa en Drosophia (Polo), 5 cerevisise
(CDCS) v 5 pombs (Plol) manifiestan muoltiples defectos durante la mitosis, perc no se
produce un blogueo del ciclo celular en G, por lo gue no parece esencial para la actividad de
Cdc25 [revision de Karsson-Rosenthal v Millar, 2006).

Durante la interfase v cuando se producen darfios en el ADM o por estrés, la entrada al
nucleo de Cdc24 se bloguea por su interaccidn con proteinas del la familia 14-3-3 (Takizawa v
Morgan, 2000). Son proteinas de pegquerfio tamafo gue reconocen determinadas regiones
fosforladas de Cdc25 resultantes de la actividad de proteinas guinasas del checkpoint v Que
conducen a un retraso en el progreso del ciclo celular por inhibicion de Cdc25. En 5. pombe,
izds1 v Chikkl son capaces de fosforilar a CdcZ5 en la posicidn Ser®™, sitio reconocido por Rad24
{una proteina 14-3-3), inhibiendo asi su actividad v separando a Cdc?% de su sustrato Cdc?2 por

exclusion del nicleo celular (Fuman ef af, 19949)

Fecientemente se ha vinculado en mamiferos la respuesta a estrés sefalizada por la
MAP quinasa p38 con un checkpoint que retrasa la transicion GaM en respuesta a vanos
estimulos ambientales como radiacion ultravioleta o estrées hiperosmaético (Bulavin ef &, 2001;
Matsusaka v Fines, 2004, Mikhailoy et af, 200%), provocando la fosforilacion de CDC25. Sin
embargo, esta fosforlacion no es llevada a cabo directaments por p38, sino por una MARPKAR
tipo 2 (guinasa activada por MAP quinasas), que actla directamente sobre CDC2%5 (Manke st
al, 2005) Apovando estos datos, en respuesta a diversos tipos de estrés, la MAP quinasa Sty
(homdloga a p38 en 5 pombe) fosforia v activa a Srkl, una guinasa MAPKAP, gque
directamente fosforila e inhibe a Cdc2b en la misma posicion gue Chk1 v Cds1 (Smith et af,
2002 Lopez-Aviles ef af, 2005].

Un elemento mas descrito como inhibidor de la mitosis en 5. pombe es |la fosfatasa
Clp1/FIp1, relacionada con las proteinas Cdcel4. La inactivacion de Clp1 produce una entrada
prematura en mitosis, sin afectar a la fosforlacion llevada a cabo por las quinasas del
chackopoint. S5in embargo, si que afecta a la fosforilacion activadora de Cdc? sobre Cdco?b
(Wolfe v Gould, 2004) En 5 pombe, al igual gue ocure en mamiferos con CDC25C v
CDC25A, Cde2h es desfosforilada al final de la mitosis v esto requiere de la actividad de Clp1.
Esta desfosforlacion podria tener dos funciones: 1) inactivar a la fosfatasa activada; v 2) evitar
que Cdc2% sufra nuevas fosfonlaciones activadoras gue dificulten su exclusion del ndcleo paor

blogueo de la unidon de proteinas 14-3-3. Esto es congruente con el hecho de Cdc2h no es
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excluida del nlcleo de manera adecuada en las células carentes de cindt durante el fin de la
mitosis (Wolfe v Gould, 20040 Estudios posterores han revelado que Cdc? es capaz de
fosforilar a Clp1 durante la entrada en mitosis & inactivaro, pemmitiendo asi que la actividad de
Cdc2h sea maxima para inducir la division celular. Conforme avanza el procesa, Clpl se auto-
desfosforila, volviendose nuevamente activo v desfosforlandoe a su sustrato Cde2s, reduciendo
su actividad sobre Cdce2 (Wyolfe ef af, 2006).

2.1.4.- Los checkpoinis

Los denominados checkpombs o puntos de control son mecanismos encargados de
vigilar la comecta progresién de las fases del ciclo celular (Weinert v Hartwell, 1988). Cuando
estos checkpomts detectan anomalias, se inicia una senal gue, por un lado, bloguea la
progresion del ciclo celular, v por otro, inicia los sistemas necesarios para solventar el
problema, asegurando asi gue la célula no avance en el ciclo hasta comegir los emores
detectados. Los prncipales checkpoimnis pueden englobarse en dos grupos: SAC ("Snirdis

Assembly Theckpoint'), v de dafos en el ADN.
214 1-54C ("5pindle Assembly Checkpoint®)

Este punto de control ocurre durante la mitosis v parece detectar dos fendmenos: la
falta de captura de algin cinetocoro par los microtibulos del huso mitdtico v 1a falta de tensidn
entre cromosaomas en metafase (kadura v Sazer, 2005). En cualguiera de estos casos, el SAC
inhibe el ARPC, blogqueando la transicion del ciclo celular v manteniendo a las células en

metafase hasta que &l emor guede solventado (Kadura v Sazer, 2005).

Los componentes del SAC se localizan en los cinetocoros de los cromosomas. Tambien
participa la quinasa Aurora (Ark1), que localiza en los cinetocoros v juega un papel fundamental
en la desestabilizacion de la union entre los microtdbulos v los cinetocoros cuando |os

cromosomas no estan comrectamente orientados (Petersen v Hagan, 20037
214 2 - [oscheckpoints de dafio del A0N
Se pueden dasificar en dos grupos:

s Checkpoint de /a fase GoM es el mas estudiado. Entre los componentes mas
destacados encontramos dos complejos encargados de detectar el dafio en la moléecula de
ADM, v que son necesarios para activar el checkpomt el complejo Rad9-RFadl-Hus1 v el
formado por Rad26 v Rad3 [(O'Connell &f &, 2000) Ambos son reclutados en las Zonas
dafiadas del ADN, siendo la guinasa Kad3 clave para iniciar su activacion (Edwards ef af,

1999, Parmlla-Castellar ef 8/, 2004). La diana de Rad3 es la quinasa Chk1, que transmite la

16



sefial hasta la maqguinaria del cicle celular fosforlando a Cde2h v Weel (Mochida ef &/, 2004,
La fosforilacion de Cdc25 inhibe a la fosfatasa, provocando un retraso en la desfosforlacion v
activacion de Cdc?, v en el inicio de la mitosis. La inhibicidn de Cdo2b parece estar mediada
por Rad2d (proteina del tipo 14-3-3), que exporta a Cdc2S del ndcleo en respuesta al dafio en
el ADM (Lopez-Girona ef g/, 1999) aungue el exporte no &5 un requisito esencial para producir
el blogueo (Lopez-Girona ef af, 2001).

s  Checkpoint de fa fase 54 bloguea la entrada en mitosis cuando se detectan darios en
el ADM como roturas de la doble hélice en respuesta a otro tipe de situaciones gue impidan la
progresion de la replicacion. Se produce un blogueo de la actividad mediado por Cdo?s
(Fuman ef a/, 1997; Lopez-Girona et al., 1999 v 2001). Muchos de los elementos implicados en
esta respuesta también lo estan en el checkpoint de la fase GaM, siendo de gran importancia
la proteina Cds1, cuya actividad es exclusiva de la fase 5 v dependiente de Rad?6 (Lindsay &f
al, 1998, Rhind v Russell, 20007

3.- LAS RUTAS DE MAP QUINASAS

Mumerosos estudios han destacado la importancia de las rutas de sefalizacion
mediadas por MAP guinasas (proteinas gquinasas activadas por mitégenos, MAPK) en la
respuesta de las células eucariotas frente a distintos estimulos ambientales v situaciones de
estrés. Tales rutas se encuentran altamente conservadas a lo largo de la evolucion, v
transmiten sefiales extracelulares hasta el nicleo para inducir cambios significativos en los
patrones de expresion génica, con el consecuente incremento en los niveles de distintos

factores encargados de proteger a las células frente al agente estresante (Marshall, 1995

El médulo clasico de MAFK consta de tres proteinas quinasas que se regulan por medio
de una cascada de fosforilaciones secuenciales (ver esquema en la Figura | 8). En respuesta a
un estimulo activador detectado por los sensores (receptores transmembranales acoplados a
proteinas &, sistemas de regulacion de dos componentes, proteinas  integrales  de
membrana...), la paimera quinasa del madulo, denominada MAFK quinasa quinasa (MAP kKK,
fosforila en residucs de serna o treonina del segundo componente del moédulo, la MAPK
guinasa (MAPKK). Las MAPKKS son guinasas gue reconocen vy fosforilan los residucs de
treonina v tirosina en la secuencia T-X-Y (X= prolina, acido glutamico o glicina) del motivo de
activacion de la MAP gquinasa, que es el Ultimo componente del madulo. Una vez fosforiladas,

las MAP quinasas fosforlan a distintos sustratos a nivel citoplasmatico, como otras proteinas
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Cope? regula la respuesta a estrés v o ciclo selular en Sclizasasccharomyoes pombe
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Figura LE.- Esquemsa do la organlzaclén de |28 cascadas de MAP quinasas y la
transducclon de sefales.

destacan las fosfatasas de

hAP quinasas, que
controlan el nivel de activacidn, adaptacion v recuperacion de cada ruta, v que se agrupan en
fosfatasas de especificidad dual, fosfatasas de tirosina, v fosfatasas de serina y treonina (Karnn
y Hunter, 1995

3.1.- Conservacion evolutiva de las rutas de MAP quinasas

En mamiferos se distinguen tres grupos fundamentales de MAF guinasas: ERK, p38 v
JMb (Figura [9) Las familias ERK v p38 poseen homdlogos en levaduras v presentan |os
motivos de fosforilacion dual ThGIlu-Twr v Thr-Glw-Twr, respectivamente. Las MAP guinasas
del tipo JMK han sido descritas Unicamente en mamiferos v se fosforlan en el mativo Thr-Pro-
Tyr (Davis, 2000). En mamiferos dichas cascadas de MAFP guinasas regulan multitud de
procesos celulares como la diferenciacion, movilidad, proliferacidn v apoptosis. ERK1 v ERKZ

se han relacionado preferentemente con la regulacion de la diferenciacion v la proliferacion
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celulares, mientras que JNK v p38 estan implicadas en las respuestas celulares frente al estrés
y la apoptosis (Schaeffer v Weber, 19897

En la levadura Saccharomyces cerevisize se han identificado cinco rutas de MAP
quinasas. Las cuatro MAF quinasas presentes en células vegetativas, FUS3 KSS1, HOGT v
SLTZMPKT, reqgulan la respuesta frente a feromonas v durante la conjugacidn (FUS3), la
flamentacidn v la invasividad (K531), el crecimiento en condiciones de osmolaridad elevada
(HOG1) v la integridad celular (SLT 2M4PK 1) En cuanto a SMKT, su funcidén se ha relacionado

con el control de la sintesis de la pared de las ascosporas (Figura |.8).

Far el contrario, Schizosaccharmyoes poimbe Unicamente presenta tres rutas de MAP
quinasas. la ruta de respuesta a estrés o SAPK, la ruta de integridad celular, v la ruta de

resplesta a feromonas gue regula el proceso de conjugacion (Figura 1.9,

Mientras que las rutas JMK v p38 de mamiferos son homadlogas a las rutas SAPK de 5.
pombe y HOG de 5 oerevisige, la ruta de integridad celular de 5. pombe presenta un alto
grado de conservacion con las guinasas ERK1/2 de mamiferos v la ruta SLT2MMPKT de 5
cereviciae. Dada su relevancia en el presente trabajo, a continuacion se detallan las principales

caracteristicas de las rutas SAPK v de integridad celular.

3.2.- La ruta de MAP quinasa de respuesta a estrés (SAPK, “Stress Activated
Profein Kinase™)

La ruta SAPK es la via principal de sefalizacion por MAP quinasas presente en 5
pombe. Los mutantes carentes de alguno de sus principales compaonentes muestran una
maorfologia alargada, baja viabilidad tras la entrada en fase estacionaria, ausencia de
crecimiento en condiciones hiperosmdaticas, sensibilidad a estrées causado por metales
pesados, al chogue térmico v al frio, entre otros agentes Warbrick v Fantes, 19391, Shiczaki v
Fussell, 1995 Millar ef g/, 1995 Scto ef &/, 2002). Ademas, dichos mutantes presentan
defectos en la iniciacion de la meiosis tras el ayuno de nitrdgeno, v no reinician de forma
apropiada el ciclo celular después de un estrés (Shiozaki v Russell, 1995 v 1996, Wilkinson &f
al, 1996) La existencia de todos estos defectos indica sin lugar a dudas que esta ruta juega un
papel critica en la respuesta general de 5 pombe frente a maltiples estimulos extermos. Los

componentes principales de dicha ruta se describen a continuacion v se muestran en la Figura
[10.
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3.2.1.- Sensores

A pesar del descubnmiento de la ruta SAFPK hace mas de una década, poco se conoce
sobre la deteccion especifica de los diferentes tipos de estrés v como se transmiten hacia la
cascada de MAF quinasas. Sdlo en el caso del estrées oxidativo inducido por H:D: se ha
descrto la participacion de una wanante del sistema de dos componentes bacteriano
compuesto por Mak2, Mak3 v Mpr1/Spy1 (MNguven et &/, 2000, Aoyama ef &/, 2001} En
respuesta al perdxido de hidrdgenao, Malk?2 v Mak3 (dos histidin-quinasas citoplasmaticas) se
autofosforilan en un resido conservado de histidina presente en su extremo catalitico C-
terminal. Seguidamente, Mpr1/Spyl transfiere este fosfato a un residuo de Aspartico (Aspm)
presente en el regulador de respuesta Mcsd (ver a continuacién), gue inicia la activacion del

madulo de MAF quinasas.

Fecientemente se ha descrito que Tdh1, una gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa,
participa en la serfalizacion del estrés oxidativo por H.O,. En presencia de este compuesto, la
oxidacidn de cisteina-152 de Tdh1 es esendial para |la asociacion i vivo de Mpr1/fSpyl con

Mesd, requlando la activacion de la MAP quinasa Sty (Morigasaki ef &/, 2008).

3.2.2 = Reguladores de respuesta

Mcsd es un regulador de respuesta funcional y estructuralmente relacionado con
SS5K1p de 5 cerevisias. Las células que carecen de Mesd son viables, aungue sensibles frente
a diversos tipos de estrés (Shish ef g/, 1997, Buck af &/, 2001). Ademdas, presentan morfologia
alargada debido a un retraso en la finalizacion de la fase G.M del ciclo celular v son
parcialmente estériles, aungue este defecto no es tan acusado como el gue se observa en
ausencia de Sty o ALf1 (Cottarel, 1997, Shieh af g/, 1998 Mcsd interacciona fisicamente con
Mprifspyt, Tdh v Wak! v Winl, dos MARKKK de la ruta SAPK [ver mas adelante ). Aungue par
el momento el mecanismo por el cual Mcsd activa a VWakl wo Win1 es desconocido, su
presencia es necesaria para Uuna comecta activacion de la MAP quinasa Styl en respuesta
todos los tipos de estrés conocidos [(Shieh ef af, 1997, Soto &f &/, 2002). Sin embargo, la
fosforilacion del residuo de Asp*'? descrita anteriormente solo es critica para la activacion de

Sty en respuesta a estrés oxidativo por HaO5.
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3.2.3.- Componentes del madulo de MAP guinasas

a) MARPKKK

El madulo de MAFP quinasas de la ruta SAFK posee dos MAFKKK. Wak1/Wisd/Wik1
(Samejima af &/ 1997, Shiozaki of af, 1997, Shieh &t af, 1997 v Win1 (Shiozaki v Russell,
1997, Samejima of gf, 1998 Ambas son capaces de fosforilar v activar a la MAPKK WisA
Mvarbrick v Fantes, 19913 (Figura |.11). Aungue suU presencia es necesaria para alcanzar la
maxima activacion de la ruta en respuesta a H.O. “Wakl v Winl pueden sustituirse
mutuamente en la activacion de Styl a bajos niveles de este agente oxidante (Quinn ef af.,
2002). Sin embargo, Wak1 es la principal responsable de la activacion de la ruta durante el

estrés osmatico v en respuesta a bajas temperaturas (Soto efal, 2002, Shiczaki et g/, 1998).
B MAPKEK

En respuesta a estrés, la MAPKK Wis1 es fosforilada de manera dual en los residuos se
Ser*™ v Thrt™ de su extremo Cerminal por las MAPKKK Wak1 v Win1 (Shieh et &/, 1998;
Samejima et af, 1998, Shiozaki ef g/, 1998). Con la excepcdn del estrés térmico v el
tratamiento con arsénico (Mguyen v Shiozaki, 1993, Rodriguez-Gabriel, 2005), todos los
estimulos ambientales conocidos capaces de activar a Sty1 son transmitidos a Wis1 por medio
de las MAPKRERK Walk1 v Winl (Shiczaki efa/, 1998).

) MAPK

El elemento central de |la ruta SAPK es la MAP quinasa Sty1/5pc1/Phh1 (Shiozaki v
Fussell, 1995; Millar ef g/, 1995, kato ef /., 1996 Sty es un miembro de la familia de MAP
quinasas aclivadas por estrés (Familia SAPK), que incluye también a HOG1 de 5 cerevisige v
alas SAPks de células eucariotas superiores p38 v JNK. 5. pombe integra la respuesta frente
a multiples condiciones de estrés por medio de la activacion de Styl, un rasgo que comparte
con celulas eucariotas supenores, que activan las SAPKs p38 v MK en condiciones similares
(Tibbles v \Woodgett, 1999). Sin embargo, esta caracteristica la distingue claramente del
maodelo de 5. cerevisfas, donde HOG 1 es activable fundamentalmente en respuesta a cambios
en la osmolandad (Schiller ef g/, 1994), aungue también se le ha asignado un papel a esta

rita en la respuesta frente al estrés oxidativo (Bilsland sf 8/, 2004}

22



frtroducoion

' Radiacion UV

Gravedad _

Estrés hipertoniceme: E_:-Wal‘;iﬂ:l-Gl:l(*:;ilglnt:es

Choquefrio ~ |+ —ydno de glucosa
S £ - Otros

MAPK

G

Médulo de \

Figura 110.- Ruta de MAP quinasas de respuesta 8 astras (SAPK) an S poatba,




En respuesta a estrés, la forma fosforlada de Wis1 se asocia v fosforila a Sty en

sendos residuos de treonina (Thr'™) v tirosina (Tyr'™)

del motivo conservado TGY (treonina-
glicina-tirosina) en respuesta a estrés osmaotico salino v no salino, arsenito, chogue térmico,
H.D,, estres por bajas temperaturas, pro-oxidantes, limitacién de glucosa v ayuno de nitrégeno
(Shiozaki v Russell, 1995 Millar et a/, 199%; Soto ef &, 2002, George sf g/, 2007 ; Quinn ef a/f.,
2002, Rodriguez-Gabrnel v Russell, 2005, Shiozaki v Russell, 1998; Degols ef a/., 1996 Degols
v Russell, 19397, Soto ef g/, 2007, provocando su translocacion al nicleo, donde fosforila a

distintos efectores (Gaits efaf, 1998)

3.2.4.- Efectores de Styl

a) Factoras de franscriocion: Affi v Por!

A1 [homdlogo al factor transcripcional ATF-2 de células superiores) s una proteina
con un dominio bZIP gue se une a motivos CRE ("cAMP-Responss Element') presentes en los
promotores de |la mayoria de los genes cuya expresion depende de este factor. De manera
similar a los mutantes carentes de siyi*, el mutante Asfff presenta una diferenciacion sexual
defectiva, v es especialmente sensible frente a los estreses oxidativo yw osmotico. Sin embargo,
no muestra anomalias en el desarrollo del ciclo celular, lo gue sugiere que en S pomrhe A1

estd implicado en la respuesta general frente al estrés.

Atf1 se asocia i wive con Sty v es fosforlado por la MAP guinasa en respuesta a
miltiples estreses (Shiozaki v Russell, 1996). El modelo aceptado actualments propone que,
una vez gue Styl es fosforlado por Wis1, se produce su translocacion al nucleo donde se
asocia vy fosforla a Atf1. Es entonces cuando A1, formando heterodimeros con ofro factor
transcripcional denominado Perl, induce la expresion de genes cuwos productos se
encuentran implicados en la respuesta adaptativa de 5. pombe frente a diferentes tipos de
estrés v en la regulacion de la entrada en meiosis v que constituyen el "CESR" {acrénimo
derivado del inglés. core environmental siess response genes). Asi, genes como god i
(gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa), coff?™ (catalasa) v nfof?* ({trehalasa neutra) son
inducidos via AIT/Pcr1 en condiciones de estrés osmdtico vy estrés oxidativo de dosis alta,
entre otros (Wilkinson ef &/, 1996, Paredes ef g/, 2003, 2004} Otros genes regulados por AL
son pyoZt y el propio afff*, gue estimula su propia expresion en respuesta a estrés. La
expresion de sfef ¥ {inductor del ciclo sexual de 5. pombe) y fhoT (fructosa-1 68-bisfosfatasa),
también esta modulada por el complejo Atf1/Forl. Sin embargo, trabajos recientes han
demostrado que la presencia de FPorl como parte del heterodimero no es necesara para la
expresion de la mayoria de genes dependientes de AtF en respuesta a estres (Sansd ef &/,

2008, Lawrence =f g/, 2007). For otra parte, aungue parece claro que el dominio bZIF
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presente en  Aff1 se uUne especificaments a motivos CRE  (secuencia  consenso
TGACGTIC/AAA) presentes en los promotores de la mayaoria de los genes dependientes de
Sty 1-A1, en los ditimos afios ha existido cierta controversia sobre la dinamica del proceso.
Fecientemente, Lawrence ef &f (2006]) han mostrado gue una version mutante de Atf1 carente
de los 11 sitios de fosfonlacidén por Styl sequia siendo activa a nivel transcripcional en
respuesta a estrés. Segln estos actores, la fosforilacion de Atf1 mediada por Sty1 tendria
como objeto favorecer la estabilidad del factor transcripcional e incrementar su vida media,
siendo esta mucho mayor que en la version de A1 no fosforlable (Lawrence ef g/, 2007
Reiter ef g/ (2008) han demostrado mediante el emplec de la técnica de inmunoprecipitacion
de cromatina (ChiP), que Styl se asocia con los promotores v las ORFs de los genes cuya
expresion es dependiente de Atf1. FPara gue dicha asociacion tenga lugar es necesano gue
Stvl se encuentre en su forma activa v la presencia del heterodimero Atf1 unido a dichos

promotores [Reiter ef &/, 2008).

b Profeinas de unidn a ARN. Cexi Cini v Cin?

Csx1 es una proteina de union a ARMN que estabiliza los ARN mensajeros de affi™ y
por?” en respuesta a estrés oxidativo, modulando asi la expresion de genes dependientes de
Styl y A1 en estas condicionss. Sin embargo, aungue Styl en su forma activa se une v
fosforila a Csx1, dicha fosforlacidon no parece ser esencial para su funcion bioldgica
(Rodriguez-Gabrel ef &, 2003).

Cip1 v Cip2 son dos proteinas de unidn a ARMN que co-purifican con Csx1 v que
parecen mostrar actividades opuestas a dicha proteina, va que la sensibilidad a estrés
oxidativo v la incapacidad para inducir los genes dependientes de A1 que provoca la falta de
Csx1, se rescata parcialmente tras la deleccién simultanea de cini?™ wo cin?” (Martin ef af,
20087

c) Profeinas quinasas achivadas por Styl (MAPKARY Cmk2, Srki v Plof

Cmk2 es una proteina quinasa tipo |l dependiente de calcio/calmodulina v ontdloga a
RCKZ de 5 cerevigias. TmkZ es fosforlada i vive por Styl en presencia de H: D2, v |05
mutantes carentes de cmk2® son especialmente sensibles al estrés oxidativo. Todo ello sugiere
que Cmk2 juega un papel importante en la respuesta celular frente a este tipo de estrés,
aungue hasta el momento su funcion especifica no ha sido dilucidada (Sanchez-Firis ef af,
20027

Sty juega un papel primordial en la regulacion de la progresion del ciclo celular por

medio de las quinasas Srkl v Plo1. El gen sk es inducido de manera dependiente de Sty
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en respluesta a estrés osmotico, temico v oxidativo (Smith efaf, 2002), v Sty se asocia ir vivo
con Srikl durante el crecimiento vegetativo (Lopez-Avilés sf g/, 2008). La activacion por estres
de Sty provoca la fosforlacion directa de Srk1, que entra en el nlcleo v bloguea el inicio de la
mitosis al fosforlar e inactivar a la fosfatasa Cdc2%. Tras disociarse de Styl, Srkl es

rapidamente degradada por el protecsoma (Lopez-Avilés ef af., 2005, 2008; Smith ef g/, 2002).

En respuesta a estrés por chogue térmico o centrifugacion la forma activa de Sty
fosforila a la Polo quinasa Plo1 en el residuc de Ser'’ Dicha fosforilacion promueve el
reclutamiento de FPlo1 en los cuerpos polares del huso (SFBs, "Soindle Pole Bodes"), donde

regula la actividad de Cdc? por medio de Cdc25 v Weel (Petersen v Hagan, 2005).

d) Factores requiadores de fa fraduccion

En los organismos eucarotas la actividad del factor de inicio de la traduccidn elF20 es
fundamental para la regulacién de la sintesis proteica en respuesta a estrés. En dichas
condiciones las guinasas Geon?, Hil v Hr2 fosforilan a elF20, que a su wez bloguea la
traduccidon, lo gue permite a la célula conservar recursos e iniciar la reconfiguracion de la
sintesis proteica para responder adecuadamente al estrés. La delecion de sfyi™ o de cualquiera
de los componentes de la ruta SAPK provoca un incremento en la fosforlacion de elF2a, 1o que
sugiers que Styl requla positivamente la traduccion al reducir el estado de fosforilacion de
dicho factor {Dunand-Sauthier st af |, 2005 Bedanga ef af, 2010).

Trabajos recientes han demostrado que Sty regula negativamente la actividad de las
quinasas ZcnZ v Hh2 en respuesta a estrés oxidativo (Beranga of &/, 2010). Ademas, es
capaz de asociarse /7 vivo al factor de elongacion eEF2 v al factor de inicio de la traduccién
elF3a, que reducen sus niveles v su estado de fosforilacion en ausencia de dicha MAPK (Asp
eftal, 2008).

3.2.5.- Regulacion negativa de Sty1 por fosfatasas

La activacion constitutiva de Sty1 es letal (Millar ef &/, 1995), lo que sugiere que Ia
regulacion de la magnitud v duracion de la activacion de de dicha MAF quinasa es crucial para
garantizar una respuesta adecuada frente los estimulos extermos. Por tanto, es fundamental la
existencia de reguladores capaces de modular negativamente |la actividad de la ruta. Las
proteinas fosfatasas son sin lugar a dudas los principales reguladores negativos de las
cascadas de MAP quinasas. En eucariotas se han descrto tres tipos de fosfatasas capaces
realizar esta funcidn: fosfatasas de tirosina (PTFs), fosfatasas de serina y treonina (PR2C) v
fosfatasas de especificidad dual (DSPs) (Faroog v Zhou, 20043,
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En 5. pombe, las fosfatasas de tirosina Pypl v Pyp2 son capaces de desfosforilar a
Sty1 en el residuo de Tyr'™ in vivo (Millar ef &/, 1995; Shiozaki v Russell, 1995). De las cuatro
FFP2C presentes en 5 pombe, solo Pitel v Pre3 paricipan en la inactivacion de Styl,
desfosforlando el residuo de Thr'™ de la MAP quinasa tanto i vive como in vitro (Nguyen v
Shiozaki, 1999

Fvp1 es la principal fosfatasa encargada de inactivar a Styl en cglulas en crecimiento,
mientras que tanto Pyvpl como Pvp?2 ejercen esta funcion en respuesta a estrés. Estudios
previos han demostrado que la expresién basal del gen pysa?™ asi como la induccidon por estrés
de pyni® pyn2®y pied® esta controlada por la ruta Sty1-A1f1, estableciéndose de esta manera
un mecanismo de retroalimentacion negativa (Degols et &/, 1996, Shiozaki v Russell, 1996;
Wiilkinson ef g/, 1996, Gaits ef /., 1997 (Figura [.11).

Ademas, las fosfatasas pueden actuar a modo de "sensores” frente al estrés por chogue
termico. Segun los resultados de Nguyen et al. (1999, el estrés por chogue térmico inhibe
temporalmente la unidn de Pypl a Styl, lo gue provoca un incremento del estado de
fosforlacion de la MAP quinasa. Posteriormente la accion de Ptcel vy Ptc3 recuperan el nivel
basal de actividad de Styl (MNguyen efaf, 1988).

3.3~ La ruta de MAP guinasas de integridad celular

La funcidn de la ruta de integndad celular es fundamental para la regulacion de la
construccion de la pared celular, la citocinesis, la morfogénesis, la fusion de vacuolas durante
el estrés hipotdnico v la homeostasis iGnica (Toda ef &/, 1996, Zaitsevskaya-Carter v Cooper,
1997 Sugiura ef &/, 1999 Loewith ef &/, 2000} La ausencia del elemento central de esta ruta,
la MAF quinasa Pmk1/Spmi1 provoca sensibilidad osmotica en presencia de elevadas
concentraciones de potasio, cambios evidentes en la morfologia celular, multiseptacion
(especialmente en situaciones de estrés térmico U osmotico), & hipersensibilidad a -
glucanasas (Toda &f &, 1996, Sengar af af 1997, Zaitsevskaya-Carter v Cooper, 1997,
Sugiura ef &/, 1999; Loewith ef g/, 2000) Los componentes fundamentales de dicha ruta se

muestran en la Figura | 11 v se describen a continuacion.

3.3.1.- Elementos gue actian por encima del modulo de MAP quinasas de integridad

celular

En 5 cemsvioge los receptores de la ruta de integridad celular son proteinas

transmembranales codificadas por los genes MTLT, MID2 v WSCT-4, v actian esencialmente
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como sensares que detectan cambios en la pared celular provocados por diferentes tipos de
estrés, v que transmiten el estimulo activador hacia el resto de los componentes de la ruta de
integridad celular iYema ef af, 1997, Rajavel ef af, 1999 El estimulo se transmite desde los
sensores a ROM2, un GEF (factor intercambiador de nucledtidos de guanina) gue activa a
FHO1, v este a su vez al otdlogo de la proteina quinasa C PCK1, activando finalmente la

cascada de MAP quinasas (Levin, 2005).

Faor el contrano, se desconoce actualmente la identidad de los posibles sensores
implicados en la deteccion v activacion de la ruta de integridad celular de 5. poimbe. Sin
embargo, estudios recientes han arrojado alguna luz sobre la identidad de los elementos

implicados en la transmisién de la sefial hasta el modulo de MAF quinasas:

&) Cppl: se trata de una farnesil transferasa (FTasa) fuertemente conservada evolutivamente,
v que juega un papel critico en 5. pombe durante la diferenciacion sexual, la morfogénesis v la
progresion del ciclo celular (Yang ef af, 2000 v 2001} Ma ef @/ (20068) han demostrado que
Cpp1 famesila i vivo a la GTFasa Rho2, permitiendo su anclaje en la membrana plasmatica v

la correcta activacion de la ruta de integndad celular (ver a continuacion).

) Rho2' es una de las seis GTFasas de tipo Kho presentss en 5 pomibs, v junto con Rho1
participa en la morfogénesis, el mantenimiento de la integridad celular v la polanzacion del
citoesgueleto en esta levadura, presentando ambas proteinas funciones parcialmente
solapadas (Arellanc ef g/, 1997, Makano f &/ 1997). Estudios previos demostraron gue los
mutantes de 5. pombe carentes de calcineurina (Fpb 1), o cuya actividad ha sido blogueada en
presencia del inmunosupresor FKS06 {analogo de |la ciclosporina), son hipersensibles al ion
cloruro, v gue la intermupcion de los componentes de la ruta de integridad celular revertia este
fenctipo. Basandose en esta interaccion genetica, Ma ef g/ (2008) investigaron nuevos
componentes de la nuta de integndad celular mediante el aislamiento de mutantes "wvic” (viables
en presencia de idn cloruro v FRS06) e identificaron a la pegquefia GTFasa Rho?, que actia
aguas amiba del ortdlogo de la proteina quinasa © FPckZ (ver a continuacion), como
responsable de la activacion del modulo Mkh1-Pek1-Pmk1 (Figura 1.11). De hecho, el defecto
de farmesilacion de Eho? del mutante Acond provoca el fenatipo "wic" tipico de los mutantes con
una actividad reducida de la ruta de integridad.

Fecientemente se ha descrito también gue las proteinas activadoras de GTPasas (GAPs)
FoaZ, Rgad v BEga?, modulan negativamente la actividad de Pmk1 al actuar como reguladores
negativos de la actividad GTPasa de Rho2 (Villar-Tajadura et &, 2008, Soto et &f, 20107

) Pck2: es uno de los dos ontdlogos a PRC de mamiferos presentes en 5. pombe (Toda ef af.,

1993). Junto con RhoZ, fue identificado como un componente de la ruta de integridad, va gue
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los mutantes carentes de pck2™ manifiestan fenotipo "wic" (Ma af a/., 2006 Barba &f a/., 2008).
Distintas evidencias han confirmado el modelo mediante el cual Rho? actla aguas arriba de
Fck? que a su vez interacciona v activa a Mkh1, la MAPKRKK del madulo {Figura [11), en

respuesta a distintos estreses (Ma ef &/, 2008, Barba ef &/, 2008).

3.3.2- El modulo de MAP qguinasas de la ruta de integridad celular

a) MARPKEKK

A diferencia de la ruta SAPK de 5 pombe, la ruta de integridad celular poses una unica
MAPKKK, Mkh1 (Sengar ef &, 1997, responsable de la transmision de la sefal de activacion
al resto de componentes del modulo al interaccionar i vive con la MAPKK Pek1 v la MARPK
FPmk1, formando un complejo ternario (Loewith &f &/, 2000). El mutante delecionado en mkh7*
manifiesta los mismos fenotipos que los mutantes carentes de Fekl o Pmk1 (Sengar et af,
1997, Madnd ef &/, 2006).

) MAFKK

En respuesta a un estimulo activador de la ruta, la MAPKK Pek1 es fosforilada v
activada por Mkh1 (Sugiura ef &/, 1999). Curiosamente, en ausencia de estimulos extermos, la
forma no fosforlada de Pekl actia inhibiendo la sefializacidn hacia la MAP quinasa Pmk1,
permitiendo gue los estimulos celulares gue transcurren a través de esta ruta se transformen

en respuestas del tipo todo o nada (Sugiura ef &/, 1999)
) MAPK

La MAP guinasa Pmk1/Spm1 constituye el elemento central de la ruta de integridad
celular (Toda ef af, 1996, Sengar &f &/, 1997 Figura [.11). Pmk1 es activada por la MAFPKK
Fek1 por fosforilacion en dos residuos conservados de treonina v tirosinag en las posiciones 186
v 188, respectivamente, del motivo de activacion —TEY— (Sugiura ef af, 1999; Loewith ef af,
20000 Pmk1 es ortdloga a las MARPK ERK1T v ERKZ humanas que constituyen la cascada
clasica de guinasas activadas por mitdgenos, v que se activan preferentemente en respuesta a
factores de crecimiento, ésteres de forbol, v en menor medida por estrés osmotico o citoguinas
(Schaeffer v \iyeber, 1999
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Cope? regula la respuesta a estrés v o ciclo selular en Sclizasasccharomyoes pombe
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Aungue originalmente se crefa que Pmk1 se activaba Unicamente en respuesta a
temperaturas elevadas o tras el tratamiento con clorure sddico, nuestro grupo ha descrito gue
tambien se activa en respuesta a distintas situaciones adversas, como el estrés hiper-osmaotico
g hipo-osmdatico, el avuno de glucosa, e dafio a la pared celular inducido con caspofungina
{una eguinocandina gue inhibe la actividad de las beta-glucan sintasas de la pared celular), v el
estrés oxidativo mediado por hidroperdxidos o agentes pro-oxidantes (Madrid ef &/, 2008). Los
mutantes de 5. pombe carentes de Pmlc1 son sensibles a la mayoria de los tipos de estrés que
inducen su activacidon, por lo que la funcidn de la MAFK es necesana para una apropiada
adaptacion vy supervivencia celular frente a tales condiciones. La activacion de Pmlk1 en
respuesta a todos los estreses descritos es totalmente dependiente de la presencia de Mkh1 v
Fekl, lo gue sugiere que la cascada de MAFPK no posee componentes adicionales o
redundantes (Madnd sf /., 2006).

Un descubrimiento de gran interes aportado por nuestro grupo es que no todos los
elementos descritos por encima del modulo de MAF guinasa participan en la transmisidon de
todos los tipos de estrés activadores de |la ruta (Barba ef af, 2008} Asi, hemos encontrado gue
la activacion de Fmk1 inducida por estrés hipo- o hipertdnico depende totalmente de la
sefializacion mediada por Rho2-Fck?, mientras que la activacion durante la separacion celular
o el tratamiento con perdxido de hidrdgeno es completamente independiente de ambas
proteinas (Figura [.11). Otros estreses, como el avunoe de glucosa o el dafio de |la pared celular
se canalizan tanto a traves de PokZ como por medio de rutas alternativas (Figuras |.11). Estos
resultados sugieren la existencia de diversas rutas gue regulan la actividad basal v la activacion
de Pmk1 en respuesta a estrés, v que actian de manera independiente del control de Rho2 wo

Fck? segun la naturaleza del estimulo activador (Barba ef af, 2008).

Muestro grupo también ha estudiado la localizacidn subcelular de los componentes de la
ruta de integridad celular mediante microscopia de fluorescencia. Asi, Mkh1 v Fekl son
proteinas citoplasmaticas, aungue también se presentan en el septo de division. Fmk1, la
MAFK, esta localizada en el nicleo v citoplasma, asi como en el huso mitdtico, el corplsculo
polar del huso (SPE) v el septo durante la division celular (Madrid efa/, 2006). Contrariamente
al modelo descrito para ERK1/2 en mamiferos, la localizacion de Pmk1 no se ve afectada
significativamente por su estado de activacién ni en respuesta a estrés, lo gque sugiere que
tanto la forma activa como inactiva de la MAPK son capaces de entrar en el nicleo (Madrid =t
al, 2006).
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3.3.3.- Efectores de Pmk1

Entre las escasas dianas celulares conocidas de Pmk1 se encuentran Enct y Mrd 1, dos
proteinas de union a ARNm (Figura |.11). Bnel, una vez fosforilada por Pmk1, se une vy
estabiliza el ARMN mensajero de Pmp1, una fosfatasa de especificidad dual que desfosforila la
forma activada de Pmi<1 (Sugiura ef af., 1298 v 2003) La forma activa de Pmk1 también se une
y fosforila a Nrd1, que a su vez estabiliza el ARNm del gen oded’ (cadena ligera de la miosina

1 que participa en la requlacion de la separacion celular en 5. pombe (Satoh ef g/, 2009,

Fecientemente se ha propuesto que, bajo determinadas condiciones, la MAP guinasa
Fmk1 es capaz de fosforlar v activar a A1 (Takada ef g/, 2007), el factor transcrnpcional clave
en la respuesta a estres de 5 pombe cuva actividad es regulada por la ruta SAPK (ver
Apartado 3.2.4 - Efectores). En este contexto, se ha demostrado también que el gen ecm33™,
que codifica una proteina de la pared celular con motivo GPI {glicosil-fosfatidil-inositol), es
activado transcripcionalmente por Mbx1 (un factor de transcripcion gue en el mismo trabajo es
vinclulado a la ruta de integndad celular) y Atf1 coincidiendo con la activacion de Pmild1 (T akada
et &, 20107 5in embargo, el papel de Af1 como diana de Pmkl en la regulacidn

transcripcional frente a distintas situaciones de estrés esta por determinar apropiadamente.
3.3.4.- Regulacion negativa

Al igual gue en el caso de la ruta SAFPK, la ruta de integridad celular esta sometida a
una regulacion negativa gue le permite regresar a su estado inicial previo a la activacion v asi

responder a nuevos estimulos.

Pmp1 es el principal regulador negativo de Pmk1 (Sugiura ef &/, 1998 Se trata de una
fosfatasa de especificidad dual capaz de inactivar a Pmk1 actuando sobre los residuos de
Tyr'® v Thr'®® de la MAP quinasa. La estabilidad del mensajero de pmp?* depende de la
proteina de unidn a ARMN, Bnel, cuya actividad es estimulada en respuesta a estrées por la
fosforilacidn directa de Pmk1, favoreciendo la sintesis de Pmp1 v constituyendo un mecanismao
de retroalimentacion negativa sobre la ruta (Sugiura sf g/, 2003,

Ademas, un estudio realizado en nuestro laboratorio demostrd que las fosfatasas de
tirosina Pypl v Pyp2, v la fosfatasa de treonina Ptocl mencionadas anteriormente comao
reguladores negativos de la MAP quinasa Sty [ver Apartado 3.2.5), son también capaces de
asociarse v desfosforilar a Pmk1, definiendo una relaciéon de interaccion {"crosstalk”) con la ruta
SAPK (Madrid ef af, 2007).
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3.4.- Interconexion entre las rutas de MAP quinasa de respuestia a esirés y de

integridad celular

Los trabajos  realizados  en
nuestro  laboratorio  demostraron  por
primera wvez la existencia de una
interrelacion entre las rutas de MAF
quinasa de Pmk1 v Styl de modo que
las actvidades de Styl v Atf1 son
Necesanas para Lna correcta
desactivacion de la MAP guinasa Fmk1
en  células  sometidas &  estres
hiperosmatico por KCl (Madrid ef &/,
2006,

Esta interconexién estd mediada
por las fosfatasas Pypl, PypZ, Ptol vy
Fic3,  previamente descritas  como
reguladores negativos de la ruta SAPK
(Degols ef af, 1996, Shiozaki v Russell,

1996 Wilkinson &f &f, 1998 Gaits ef ar,

Figura 112~ Interrelacién entre |28 rutas de MAP quinasss SAPK vy do
Inteqridad celular en 5. ponsba, Las fechas [=) nd can biansm s on de a
cefia y e gimboo ({y nhbeon por fosfatasas. Las ineasd soont nuas nd can
estmu ac oo transer pe ona, ¥ SuU tamafo hace referenca a =0 dependenc a
transer peona de manera ie abva. E s gno de ntevogacon ndca a ex senc a
de un factor transcrpcona  ndetermnado. La expreson de as fodfatasas
depend ente de a e acon de Pmk1 zobre AF1 no ha =do estud ada de
manera deka ada. Adaprado de Madr d ef 2/ [2007).

1997 v capaces de actuar también sobre la MAP

quinasa de integndad celular Pmk1 (Madrd ef &, 2007, Takada ef g/, 2007 ) (Figura 1.12). De

este modo, mientras Pyp 1y Ptcl regulan el nivel basal de fosfonlacion de Pmk?, Pypt1, Pypd v

Ftc1 limitan la hiperactivacion de la MAP quinasa durante el estrés aosmatico por KZ| (Madrid ef

al, 2007)

Aungue no es el Onico ejemplo existente de fosfatasas que actlan sobre MAFP quinasas

de diferentes rutas (en & cerevisias las MAF guinasas FUS3, K551 v SLT2 son sustratos de

las fosfatasas de tirosina PTRZ v FTP3, homalogas a Fypl v Pyp2, Zhan ef g/, 1997, Mattison

stal, 1999 v 2000) si fue la primera descripcion de que esto ocurria en la levadura con fisidon.

33




4.- RACK1

4.1.- Identificacién y caracterizacién de RACK1

El término RACK [(Hecepntor for Activaled C-Kinase) hace referencia a un grupo de
proteinas de bajo peso molecular (= 30kDa) capaces de unirse a la proteina quinasa C [PKC)

activada, v que cumplen los siguientes criterios iMochlw-Rosen ef g/, 19917

1) Son capaces de unirse a la PRC en presencia de sus activadores {diacilglicerol, calcio,

fosfatidilserina), pero No en sU ausencia.
21La unidn a PFKC no ocuime en el sitio catalitico, siendo ésta saturable v especifica.

3) Mo son sustratos de la quinasa, pero su presencia incrementa la actividad de PKC sobre

distintos efectoras.

Dnginalmente FACKT se identificd como una proteina de 36 kDa presente en células de
cerebro de rata (Ron &f &/, 1994) Posternormente se ha confirmado que todos los eucanotas
poseen homologos de RACKT, v que estos presentan un alto grado de conservacion. Asi, se
ha comprobado la existencia de BACKT en el alga Chlamydomonas reihardil, que se separd
de los antecesores de plantas v animales entre B00-1000 millones de afios atras (Schloss,
19900, Como se ha comentado, la secuencia de RACKT se encuentra altamente conservada:
rata, pallo v humanos comparten entomo al 88% de identidad a nivel de ADM v casi un 100% a
nivel proteico. El homdlogo a RACKT en Dweonkila presenta un 76% de identidad con HACKT
de mamiferos, v muestra un patron de expresion diferencial durante el desamollo embrionario
(Wani ef af, 1997, al igual gue XREACKT el homdlogo en Xenopus, que comparte e 95% de
identidad con la proteina humana (Kwon ef af, 2001). En plantas como Aragbidopsie se han
descrito hasta tres genes con homologia con BACKT (RACKTA, RACKTIS v RACKTC) con un
97% de secuencia compartida v un 78% de identidad con RACKT de humanos (Chen ef af.,
2006).

Far su parte, las levaduras Saccharmmyces caravisiae vy Schizosaccharamyces pombe
presentan un solo gen homalogo a RACKT, ASCI/CPC2 (55% de identidad) v cpc2” (77% de

identidad ), respectivaments [ver Apartado %))
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4.2.- Estructura y funcidn de las proteinas con dominios WD40

Tanto RACKT como Cpc2 (la proteina RACK 1 de 5. pombs) presentan en su estructura
repeticiones muoltiples ricas en triptéfanc—aspartico (WDA40, Figura F13A4), siguiendo el
consenso MXEMGH-XPHowWDIWE (donde W = numero de repeticiones WD, v X= cualquier
aminoacido) (Meer ef a/, 1994) Este tipo de dominios estan presentes en proteinas gue actlan
a modo de plataforma para el ensamblaje de complejos multiproteicos, o como mediadores
para la interaccion entre éstos (Neer ef af, 19894). Los motivos VWD40 adoptan una
conformacion de B-hélice que se disponen en una estructura circular (Figura 1-13B), ideal para
anclarse a vanos elementos al mismo tiempo v facilitar las interacciones proteina-proteina. Faor
tanto, el papel asignado a las proteinas con dominios rcos en Trp-Asp es actuar a modo de
adaptadores, uniéndose simultaneamente a varias proteinas v modulando las interacciones
entre ellas. Gracias a la proximidad fisica gque se establece al estar unidos al mismo adaptador,

se puede facilitar la afinidad de las enzimas por sus sustratos.

A W1 1 | HTEQFTFLH.GFLKGHHNTQIMFI’PQFPN‘EELS&SHDKTII‘TELTD 48

wD-2 49 ETN\rGIpqmml;usmzusmr\rlssum;msﬁswusanw 83
P—
WD LS C TETT TRRFVGHTKDVL SVAF S5 DNARQIVSCS ADCTIK LIWNTLG 137
—

WD-4 137 ummbesussmsﬂmF@ussm:mcmnﬁ% 139
wWo-5 131 m&mYLNWTUSPMSLmﬁK% 221

WD-§ 222 NECKHLYTLOGED TINALCFSPHRVILC AAT GRS THCLDL EGKTIVOE 7@

WD 278 msusqucrsansmsQTme'FMLmrwqwmm| 317

Figura 1.13.- Secuenela y modele estruetural de RACKAICpe2. (A} Secuenca de amnoac dos de RACK! en humanos. (B) Mode o
estructuia de RACKT en e que se nd can o5 7 dom nos WO en conformacon de hoa B p egada. Extraido de McCah  ef & [2002).

Las proteinas con dominios WD4D estan implicadas en numerosos procesos celulares,
entre otros el procesamiento del ARMN, la regulacion del ensamblaje del citoesqueleto o del ciclo
celular (Meer af g/, 1994 Un ejemplo importante de proteinas con este fipo de dominios v que
presentan un alto grado de homologia con RACKT son las subunidades B de las proteinas G.
Las proteinas G heterotriméricas estan implicadas en miltiples rutas de sefalizacion. Estan
formadas por las subunidades o (con capacidad de hidrolizar el GTP), B v v acopladas a un
receptor anclado a la membrana plasmatica. En respuesta a la union del ligando al receptor, se

produce un cambio conformacional en la subunidad o gue libera el GDP v une GTF. Ello
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provoca la disociacion del dimero formado porlas subunidades G, de G4, gue activa o inhibe a
sUs efectores. Despues de un cierto tiempo, la G, hidroliza el GTF a GDP, v se reconstituve el

complejo heterotimeérico (Sprang 1997).

Dtro ejemplo es la familia de genes Groucho/TLE, que en Drosanfiia codifican proteinas
con una region M-terminal rica en glutamina (implicada en la oligomerizacion) v un extremo C-
terminal con abundantes repeticiones WD . Actlan a modo de co-represores sin unirse
directamente a los acidos nucleicos, formando complejos con proteinas represoras unidas al
ADM, v participando en el desarrollo embrionario v en distintas rutas de sefializacion (Chen v
Courey, 20007

4.3.- RACK1 participa en la regulacion de miiltiples procesos celulares

En respuesta a estimulos activadores de PKC la localizacion de RACK 1 coincide con la
de PKC activada, lo gue sugiere que el papel de RACKT no es "anclar" a PKC a un lugar
concreto dentro de la célula (Ron ef g/, 1999). Por otra parte, aunque muchos de |05 procesos
donde participa REACK1 estan vinculados a su relacion con PKC, otros parecen ser
independientes, dejando la puerta abierta a un papel de EACK1 independiente de la actividad
de PKC. En mamiferos, RACK 1 esta implicado en numerosos procesos bioldgicos (MoCahill ef

al, 2002, Lépez-Bergami ef &/, 200%). A continuacion se descrben los mas relevantes:

a) Funcion vy envejgcimtignto newronal Una funcidn importante asociada a las distintas

isoformas de PKC en el tejido neuronal es la transduccidn de sefiales que regulan sucesos a
corto (flujo de iones, liberacidn de neurctransmisores), medio (modulacién de receptores) v
largo plazo (remodelacion sinaptica v expresidn genica). Ademas, las PK.Cs también participan
en los procesaos de aprendizaje v memona (Selcher ef g/, 2002). Durante el desarrollo cerebral
el patrén de expresién de las distintas isoformas de PKC es similar al de RACKT, 1o que
sugiere la existencia de una interdependencia funcional (Huang ef g/, 1990).

En los cerebros de ratas con edad avanzada la traslocacidn de PKC en respuesta a estimulos
activadores esta seriamente darfada, afectando asi la sefalizacidon v transmisidon de la sefal v,
por tanto, a los procesos anteriormente mencionados (Battaini ef &/, 1995). Varios trabajos han
descrito que los niveles de RACK 1 en estos tejidos se encuentran reducidos, v han asociado el
deficit funcional en la traslocacion de PKC con unos menores niveles de RACK 1 (Pascale ef af.,
1996, Sanguing af &, 2004). La enfermedad de Alzheimer tambien parece estar relacionada
con un déficit funcional de PR Cs, que de nuevo ven afectada su traslocacidn desde el citosol a

la membrana en respuesta a distintos estimulos activadores como forbol 12-acetato 13-
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miristato (PMA). Distintos estudios han propuesto gque este fendmeno podria ser debido a la
reduccion de los niveles de RACKT en el tejido neuronal, puesto que, al igual gue en el caso
anterior, tanto los niveles de mensajero como de proteina de PKC no estan alterados en estos
tejidos, v su funcionalidad mejord al incrementar los niveles de RACK T iVvang sf 2/, 1954

b Desarolio embrionaro. Distintos estudios realizados en Drosonkila melanogaster han

destacado la importancia de RACKT durante el desarrollo embrionario, siendo esencial su
funcion desde los estadios mas tempranos de este proceso. La presencia de la proteina
RACKT materna heredada en los ovocitos es imprescindible durante las primeras etapas de
desarmollo tras la formacion del cigoto, provocandose su muerte si no se  produce
adecuadamente (Kadrmas ef &/, 2007) La expresion del mensajero de BACKT en Drosophila
sigue un patrdn complejo a lo largo del desarmollo. Aungue todos los tejidos expresan RACKT a
bajos niveles durante la embriogenesis temprana, los tejidos individuales potencian su
expresion en determinadas etapas del desarrollo (Vani ef &/, 1997, Kadrmas ef g/, 2007,
Estos resultados han sido cormoborados en estudios realizados con ococitos de Xenoous en los
que se ha analizado el patrén de expresion de X REACKT durante la embrogénesis (Kwon af af,
20017,

En los individuos adultos de Drosophia, la expresion de RACK 1 es mucho mayor en las
hembras que en los machos, siendo los ovanos os tejidos gue muestran un mayor nivel de
expresion. Las hembras con versiones atenuadas de RACKT presentan defectos de desarrollo
en los drganos reproductores v en el nimero vy formacion de ovocitos, llegando incluso a la
esterilidad, lo que vincula a RACKT con el mantenimiento de la linea germinal v la fertilidad
(Kadmas ef af, 2007).

c) Adhesidn celdar Las integrinas son receptores heterodiméricos (of) que median la

union de las células a la matriz extracelular v receptores especificos de otras celulas.
Fresentan un largo dominio extracelular de unidn con el ligando, un dominio transmembranal, v
un dominio citoplasmatico conservado que carece de actividad catalitica. En respuesta a la
union con el ligando, las integrinas inducen cambios en la organizacion del citoesgueleto de
actina y forman agrupaciones de los propios receptores capaces de activar a otras rutas de
transduccion de sefiales. RACKT es capaz de interaccionar con el dominio citoplasmatico de la
subunidad  de las integrinas a través de las repeticiones WD (Liliental v Chang, 1938) Sin
embargo, su union requiere el pretratamiento con PMA, un activador de PKC gue tiene como
sustrato a la subunidad 2 de la integrina, por lo gue su papel regulador de la adhesion parece
estar mediado por su co-localizacién con PKRC (revision de Schechtman v Mochlyv-Rosen,
20011 Algo similar ocurre con la Dinamina-1, una proteina implicada en el reciclaje de las
vesicllas de clatrina gue es sustrato de FKC v capaz de interaccionar con RACKT (FEodriguez
etal, 1999)
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También ha sido descrita la capacidad de RACK1 para interaccionar con el receptor del factor
de crecimiento insulinico de tipo 1 (IGF-1R), v gue esta asociacidn se produce tanto en
presencia de IGF-1 como de PMA, por lo que en respuesta a ambas moléculas RACK
formaria un complejo proteico gue incluiria a la subunidad B de la integrina v al IGF-1R,
proporcionando un mecanismo potencial por el que estas moléculas podrian regularse unas a
otras (Hemanto ef &/, 2002}, Otros trabajos relacionan la adhesion focal de las células con la
capacidad de RACK1 de interaccionar con la quinasa de tirosina Src {Cox ef g/, 2003,

d} Reguiacidn de mias de sefialzacion por MAP guwinasas. En células humanas, la MAF

quinasa JNK es fosforilada por PKC en el residuc de Ser'®® Esta fosforilacion es crucial para
suU activacion por TRPA (12-04etradenoil-phorbol-13-acetato), TNFa (Factor de Necrosis Tumaoral
a) 0 radiacion ultravioleta v requiere la presencia de RACKT. En respussta a estrés RACK1
actuaria a modao de plataforma entre JMK vy PKC a traves de los dominios WD, facilitando la
fosforliacion en Ser'®. Ademas, el grupo fosfato en esta Ser™ promueve la fosforilacién de
otros residuos por las guinasas MK v MREKT en respuesta a estreses gue activan ambas
rutas de sefializacion, indicando que la funcién de RACK1 es fundamental para una adecuada
sefializacion de los estimulos extermnos (Lopez-Bergami ef g/, 2005).

Armoto ef af (2008) demostraron la existencia de interaccién entre RACKT v MTK1 {una
quinasa que media la respuesta de apoptosis inducida por estres) en células animales. Segln
estos autores, la union a RACK 1 es necesaria para potenciar la activacion de MTRK1, aungue su
presencia no es suficente en ausencia de los activadores. Ademas, proponen gue RACK
mantiene a MTK1 en su forma diménca & inactiva en ausencia de estrés, facilitando la posternor
activacion en respuesta a distintos estimulos.

e) Repuwlacion de i fraduccion. RACKT v sus ortdlogos son componentes estructurales del

nbosoma eucaridtico, formando parte de la subunidad peguefia 405, Distintos trabajos han
relacionado a esta proteina con la regulacién de la traduccion (ver Aparado 4.4 a
continuacion),

fy  Ciclo cefviar v cancer. RACK1 interacciona con Sro {quinasa involucrada en la

proliferacion, diferenciacion, adhesion v supervivencia celulares, wer revision por Abram vy
Courtneidge, 20007, e inhibe su actividad de manera dosis-dependiente en celulas MIH3T3 de
ratén. La sobre-expresion de RACKT no sdlo reduce la tasa de crecimiento, sino gque prolonga
la fase Gp/Gq por inactivacion de Src (Chang ef gf, 1998). Por el contrario, la inhibicion de la
traduccion del mensajero de HACKT en la misma linea celular conduce a una activacion de la
sefializacion mediada por Src, acelerando la transicion G455 (Mamidipudi et af, 2004 El
homalogo en S pombe esta implicado también en el ciclo celular, va que el mutante carente
Cpc2/RACKT muestra un retraso en la entrada en mitosis, alcanzando un tamafo mayor antes
de dividirse (MclLeod ef &/, 2000),
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La relacion entre cancer v PR C se descrbid al observar que compuestos como e PRA, un
activador especifico de FPKRC, inducian la formacién de tumores en modelos animales
(Castagna ef af, 1982). De hecho, distintos tipos de cancer se encuentran asociados a una alta
actividad de PRCs. En las células cancerosas de pulmaon v de colon los niveles de RACKT se
encuentran aumentados hasta 20 veces en comparacion con tejidos sanos [(Berns sf &/, 20007,
aungue no esta claro si ello colabora al desarollo de ambas neoplasias (Schechtman v Mochly-
Rosen, 2001,

g) Regpuessta mmune. Un mecanismo importante en la respuesta inmune de mamiferos

consiste en la produccidn del anion superdxido (O.7) por los neutrdfilos en respuesta al
reconocimiento de antigenos. Esta respuesta parece estar regulada por la actividad de PRC v
EACKT El blogueo de la union de RACKT a PKC o la inhibicion de la traduccion de RACKT
incrementa la generacion de este anidn en los neutrdfilos HLEOD, lo gue sugiere que RACK
podria secuestrar a PKC o dirigifla hacia otras rutas de sefalizacion para reqular asi
negativamente la produccion de O, (Korchale v Kilpatrick, 20017,

h) Desarolfo v sefiaizacian en planias Los ortdlogos a RACK1T en plantas estan

implicados en procesos como la germminacion, la produccidon de hojas v la floracion, afectando a
la sefializacion en presencia de homonas vegetales (Chen ef g/, 2006; Guo v Chen 2008 v
2009), v a la respuesta inmune de algunas plantas (Makashima &f af, 2008). Aungue en
Arabidoosis existen hasta tres proteinas RACK (RACKTA, RACKTE v RACKT(C), |la falta de una
de ellas es suficiente para provocar alteraciones en el desarrollo de la planta. Ello sugiere bien
la existencia de funciones diferentes para cada uno de los tres paralogos, o la necesidad de

formacion de heterodimeros para garantizar su actividad biolégica (Chen et af, 2006

4.4.- RACK1 es un componente estructural del ribosoma eucaridtico

Lna de las caracteristicas fundamentales de RACKT v sus ortdlogos es que se trata de
proteinas estructurales que forman parte de la subunidad pequeria 405 del ribosoma, estando
presentes en una relacion 1.1 con el resto de proteinas nbosomales (Link ef &/, 1999, Shor ef
al, 2003 Gerbasi ef &/, 2004). El analisis cristalografico por microscopia electronica sitla a
RACKT cerca de la zona de salida de los ARMN mensajeros, en una localizacion conservada
evolutivamente (Figura 1.14). Dicha localizacidn se mantiene gracias a la interaccion entre
residuos de aminoacidos basicos como Argininag v Lising presentes en su secuesncia con el
ARM ribosomal. Ademas, las regiones con dominios WD guedan expuestas hacia el exterior, 1o
que sugiere que RACKT podria servir de plataforma v ensamblaje para distintas moleculas

presentes en el nbosoma (Sengupta ef &, 2004
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Dada su estructura vy localizacion en el
ribosoma, es [dgico pensar gue RACK 1 pueda tener

S un papel asociado a la regulacion de la traduccidn

A RMm L. .
en respuesta a distintos estimulos. A favor de esta

hipdtesis se encuentra la relacion ya mencionada
entre PKC v RACK. En respuesta a estimulos
especificos, PKC es adivada v reclutada al
ribosoma gracias a RACKT. Alll, PKC fosfonla el

factor elF6, que se disocia de la subunidad B80S v

Figura 1.14.- Modele tidimensional del ribesoma ) ) ) )
euzarlstice ¥ locallzaclén de RACHAICpe?. Adaptado permite el ensamblaje del ribosoma completo (Ceci
de N osson ef & [2004)

af al, 2003) También existen algunas evidencias
de gue el factor elF4E, una proteina que se une a la region CAFP de los ARMNmM, puede ser
fosforilada por PKC de manera dependiente de RACKT (Wwhalen ef g/ 1996). En conjunto,
estas evidencias sitlan a RACK1 como un elemento esencial en la transmision de los
estimulos para la modificacién del proteoma a nivel traduccional, alterando las funciones
celulares de manera global. El estudio de los ortdlogos de RACKT en las levaduras 5
cerevigias v 5 pombs, ha aportado algunas pistas sobre su posible papel como elemento

regulador de la traduccion (ver Apartado )

Aungue tanto en humanos como en 5 ocemewsiae 0 5 pombe se ha descrito la
existencia de RACKT no particulado (Cedl &f &) 2003, Shor ef &/ 2003), esta por determinar la
existencia de posibles funciones de esta proteina en su forma citosdlica no unida a rbosoma.
Los datos aportados por Arimoto ef & (2008) en cuanto a la relacion entre RACKT v MTKT (ver
Apartado 4.32), apuntan en este sentido. Ambas proteinas co-ocalizan en el citoplasma en
ceélulas no estimuladas. Sin embargo, en respuesta a compuestos gue inducen la muerte
celular, RACKT es reclutado en los granulos de estrés junto a la subunidad pequeria del
nbosoma, manteniéndose separado de MTK1 v evitando asi su activacion. De este modo se
consigue promowver la supervivencia celular evitando la activacion de la ruta MTE1-5APK v |a

resplUesta apoptdtica (Anmoto ef &/, 2008



5.- ORTOLOGOS DE RACK1 EN LEVADURAS

Los ortélogos de RACKT en 5. cerevisige (ASCT) v 5. pombe (cocZ™) no son genes
esenciales, por lo que el analisis de los fenotipos asociados a su delecion ha arrojado nuey os
datos sobre las funciones asociadas a esta proteina. Ademas, algunos de los fenotipos que
manifiestan los mutantes nulos de ambas levaduras son supnmidos par la expresion de RACKT
humano, lo gue sugiere que las funciones asignadas a ASC1/Cpc? podrian encontrarse

conservadas en células superiores.

5.1.- ASC1 en Saccharomyces cerevisiae

La primera referencia formal sobre el ontdlogo de RACKT en 5. cemmvizias fue realizada
por Chantrel ef &/ (19398), al describir a ASCT como un gen implicado en el crecimiento de la
levadura en condiciones de anaerobiosis, v sugiriendo su implicacidn en la traduccidon al
demostrar su  asociacidn con la subunidad 405 del rbosoma. Estos datos  fueron
posteriormente comoborados por Gerbasi ef &/ (2004), que no sdlo confirmaron la asociacion
de ASC1 con el ribosoma, sino tambien su posible papel como regulador de la traduccion in

vivo e i vitio (Gerbasi et af |, 2004)

En 5 cerewvisige la expresion de ASCT se encuentra regulada por FHLT, un factor de
transcripcion que regula la expresion de la mavoria de los genes que codifican proteinas
ribosomales (Lee &f af, 2002). FHL1 asociado a IFHT {un co-regulador de la expresidon génica
en respuesta a condiciones ambientales; Cherel v Thuriaux, 1995), requla los niveles de
expresion de ASCT en funcidn de la fuente de carbono. Asi, en presencia de una fuente de
carbono no fermentable como el etancol, los niveles de mensajerc de A5CT se reducen a la
mitad comparados con la expresion en presencia de glucosa (Kleinschmidt ef g/, 20068). Los
niveles de ASC1 en medio con glucosa se ven comprometidos en ausencia de FHL1, mientras
gue IHF1 es necesario Unicamente para la expresion en medio con etanol como fuente de
carbono iKleinschmidt ef &/, 2008). El mismo tipo de respuesta también se observa en el caso
de ofras proteinas nbosomales (Herruer ef af, 1987, Kief v VWarner, 1981). Sin embargo |os
niveles de expresion de ASC1 se reducen en respuesta al chogue térmico, estres osmatico, o

ayuno de nitrdgeno (Causton ef g/, 2001, Gasch efal, 2000; Natarajan et af, 2001}

La relacidn de ASCT con la sefializacion celular en funcidon de las condiciones
nutrcionales del medio ha sido descrita por varios autores. Hoffmann ef 2/ (18938 describieron

que en 5 cerevisize ASCT actla como regulador negativo de la expresion de elementos
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implicados en la respuesta frente al ayuno de aminoacidos. Segun este estudio, en condiciones
de limitacidn de aminoacidos en el medio, ASC1 regula negativamente la expresion de genes
inducidos por GCN4, un activador transcrpcional cuya expresion se estimula en estas

condiciones dependiendo de la fosforilacion por GCM2 de elF2a (Dever ef g, 20027

La expresion de FALO77, que codifica una proteina de 5 cerewisige implicada en la
adhesion v dimorfismo durante el ayuno de glucosa v la limitacion de aminocacidos, esta
reducida en el mutante carente de A5C7T, por lo gue dichas células pierden la capacidad de
adhesidon y crecimiento invasivo (Valerius af g/, 2007). Asimismo, la homologia existente entre
ASCT v la subunidad B de las proteinas G le permite & ASCT sustituir a las G como GPAZ
(subunidad Gg), v regulando negativamente la sefializacidn por glucosa responsable de la
activacion de la ruta PKA en respuesta a incrementos en los niveles de AMPC (Zeller ef af.,
20073,

Fecientemente se ha caracterizado la estructura crstalografica de ASC1 v se han
identificado los aminoacidos responsables de su unidn a la subunidad 405 del ribosoma [ Coyle
et af, 2009). La idenfificacidn de dichos residuos ha permitido confirmar el modelo propuesto
previamente por Sengupta ef af. para EACK 1, segun el cual ASC1 se une fundamentalmente al

ARNr 185 por medio de los aminoacidos conservados Arg™® v Lys*! (Gengupta efal, 2004).

5.2.- Cpc2 en Schizosaccharomyces pombe

Los primeros estudios sobre Cpe2, el ortdlogo a RACKT en 5 pombe, fueron realizados
por el grupoe de Maureen Mcleod (Mcleod ef &, 2000}, v sugerian que dicha proteina actuaba
como regulador negativo del desarmollo meidtico en esta levadura. Asi, CpcZ se identificd tras
un ensavo de dos hibndos con Pat1, una quinasa esencial gue regula la entrada en meiosis v
espordlacidon en 5. pombe (lino v Yamamoto, 1985; Murse, 1985). Las células carentes de
coc2* presentan fallos en el blogueo en fase Gy del ciclo previo al inicio de la conjugacidn, v un
refraso en la entrada en mitosis gue provoca un claro incremento en el tamano en division.
Aunque los mutantes Acpe? no son estériles, muestran un defecto parcial durante los procesos
de conjugacion vy esporulacion. Los ensayos de actividad quinasa para Fatl no se wven
afectados en ausencia de Cpc? (Mcleod ef af 2000), por lo que el papel concreto de esta

proteina en la regulacion del desamollo sexual de 5. pombe no ha sido aclarado todavia,

iZomo ocurre con RACKT en mamiferos, Cpc? tambien interacciona con PokZ (\WMyon af
al, 2001), uno de los dos homdlogos a PKC presentes en & pombe (Kobon ef af, 1984, v gue

recientemente ha sido descrito como un componente de la ruta de MAP guinasas de integridad
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celular (Ma ef g/, 2006; Barba =f g/, 2008). For ofra parte, la sensibilidad del mutante Acoc?
frente a Latrunculinag B (un compuesto gue inhibe la polimenzacion de la actina), asi como la
existendia de defectos morfoldgicos agravados cuando se combina con la delecidn de pok?™,
suUgiersn gue en 5 pomrhe Cpc? paricipa en la organizacidon del citoesgueleto de actina de

manera independiente o paralela a la actividad de Pck? (Won st a/f, 20017

De manera analoga a RACKT v ASCH, Cpc? forma pare estructural del ribosoma
eucandtico v, aungue no es imprescindible para el proceso de traduccidn, parece jugar un
papel relevante en la estabilizacion de la unidn entre las subunidades 405 v 605 del ribosoma
(Shor ef g/, 2003). Un resultado muy interesante presentado en este trabajo indicd que,
aunqgue la sintesis proteica global no se ve afectada en el mutante carente de cpe2®, si se
observa una variacion en la abundancia relativa de algunas proteinas. Asi, ciertas proteinas
ribosomales v algunas enzimas implicadas en el metabolismo de la metionina vieron reducida
SU expresion en ausencia de coc?’. Curiosamente, estas varnaciones no siempre se
correspondian con descensos en los niveles de ARN mensajero correspondientes de dichas
proteinas. Asi, la proteina estructural del dbosoma Rpl2% mostrd unos niveles de mensajero
invariables por la presencia o ausencia de Cpc?, mientras que sus niveles proteicos se reducen
drasticamente en las células carentes de coc2’, lo que sugeriria que Cps2 podria participar en
la regulacidn traduccional de ciertos RMNA mensajeros de manera selectiva (Shor ef g/, 2003
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OBJETIVOS

RACKT regula variados e importantes procesos celulares tanto en c&lulas humanas
como en el resto de organismos eucanotas. Sin embargo, los mecanismos gue definen su
actividad a nivel molecular no han sido definidos claramente en muchos casos. El propdsito
fundamental de esta Tesis Doctoral ha consistido en tratar de dilucidar las funciones celulares
de CpcZ, ortdlogo a RACKT, empleando la levadura Schzosacchammyces pombs como

modelo de estudio. Con este fin se abordaron los siguientes objetivos:

1.- Analisis de la relacion funcional entre Cpce? v las rutas de transduccion de sefiales

mediadas por MAP quinasas durante la respuesta celular frente a condiciones de estrés.

Z- Estudio del papel de Cpc? como regulador de la progresidn del ciclo celular e

identificacion de las dianas que participan en dicha regulacién.
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1.- MICROORGANISMOS

1.1.- Estirpes de Schizosaccharomyces pombe

e han empleado diversas cepas silvestres y mutantes de 5 pombs que han sido

cedidas o generadas durante |la realizacion de esta Tesis Doctoral v cuya denominacian,

genotipo v origen quedan indicados en la Tabla M. 1.

CEFA
KA1
MM2
ANOD1
ANOO2
MIZ00
MIZ01
ANI100
ANI101
GB35

ANI150

TP319-13c
ANI1a0
MI212

AN170

PP42
ANO10
JRT1521

AN200

MIT0D
ANGO0
MIT15
MITO1
ANTO0
MITO2
AN400
MIT703
ANS00

Tabla MM.1.- Cepas de Schizosaccharomyces pombe empleadas en este trabajo
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= omom oEow m o = om
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GENOTIPO
ade§-M216 lewl-32 wradD-1§
adad-M218 lanl-32 uraslr18
cpcd EanM¥8 ade§-M218 leuwl-312 urad4D-18
cocd KanME§ aded-M216 loul-32 urq4l-18
prkl-HAGH wrad adeS-M216 leul-12 urasD-18
pmb-HAGH urad aded-M216 leul-32 urasE-18
prkl-HA 85 wrad” cpel: KanMX8 ade§-M218 lewl-32 uradD-14
omitl-FA S urad eped KanhXd aded-M216 foul-32 uradD-18

pokl EanMX 6 pmikl-FAGCH wrad aded-M216 lewl-312 uasD-18

pokd EanMX s pmkl-FAGH wad cpel: KaniXs ade§-M216 lfawl-32
urad-148

prklurad lawl-12 uradD-id
prkiccuradt cped  KanMXs feui-32 wradl-18

pmpl: EanMX6 pmkl-HASH urad adet-M216 lewl-32 uradl-148

PmEl-HAGH urad” cpcl: KanMX§ pmpl: FvghX6 ade6-M216 feul-32
uradb-14

ppblwrad’ adeMII0 feawl-32 wradD-18
pphlwradt cped EanMYS adeS-MZ10 leul-33 uradl-18

styl-HASH urad adad-M216 fs7-366 lewi-32 wadD-18

sel-HASH urad cped KanM¥6 adaG-M216 hiz7-366 lawi-32
wrad =18

wis? P01 2mye wrad  pmkl-HAGH wrad” leul-32 wrad-DIf
wistPh P 2mye wrad  pmkl-HAGH wrad cpel EandX loul-32 wad-DIf
wisd ] Imye wrad  pmEl-HAGH wrad il urad lewl-12 wad-DIf
pypl-13myc KandhdX§ ade§-M218 lewl-32 uradD-18

pypl-13myc: KandX§ cpel:  KanMXS aded-M216 lewl-32 wradD-14
pupd-i Imye wrad laul-32 wradD-i4

pypd-1 imyc urad cped: KanMXS lewl-32 uradD-id

ot -1 3mye EanMX8 aded-MI18 lonl-32 wradD-14

prel-13myc: KanMX8 cpel: KanMX8 aded-MZ1§ lowl-32 ura4D-18
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MI30S
ANO20
ANO30
ANOD3]
MI215

AND32

JNI1821
AN300
1245
ANOD40

AND4]

TK107
MI105
MI204
AN-120
EHHI14
ANDSD
ANO&0
ANDal
ANDT

ANDT1

ANDT2

ANDS1

ANOE2

ANDO]

ANOG2

ANI102

ANI103

FY 15559
AN-CC40
LoT2
FYT287
AN-CC1
FY16194
AN-CC2
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pmpol-FFP EanMYs ade§-M216 leul-32 uwradl-14
pmpl-FFP KanMX§ cpc?: KonMX§ ade§-M216 lowl-32 wradD-14
ptc3-1Imye Eand¥ 6 aded-M216 laul-32 wrasl-14
pic -1 imye: EandX 8 cpel KanMX8 ade§-M21§ lul-32 wadl-14

oyl Eanh¥d pmkl-FAGE urad add-M21d lewl-32 wradD-ld

pypl s EanMX 6 pmkl-HAGSH wad cped EanMX§ ade6-M216 lewi-12
ura$b-14

atfl-HASH urad aded-M216 lui-312 uwradl-id
atfl-HASKH urad" cpcl: Kanh¥6 ade-M216 leul-32 wrasD-11§
alF2al52dhurad aded-M2I0 lewl-32 wradD-1§

elFdu(ESAburad atfl-HASH urad’ adet-MZI10 fwl-33 wradD-18

alFduE5dburad aifi-HASH urad’ cpcl EanMX8 adet-M210 leul-32
uradD-18

sl wrad low 1-37 wurad-Did

atfl urad adaGM2I6 laul-12 uradD-id

mivluradt pmkl-HAGH wrad’ fewi-32 wasDI8

shluradt cpel i EanMX8 pmkl-BHASH :uradt leul-32 wa+D14
nmtdl papl-GFFP:foul” hiz2 lewl-32 uradD-18

nmidl papl-GFFP ]’ cpel  KanMXe hizd lowl-32 uradD-1§
it I-GFP EanMXd adad 214 lowl-32 wrasDe18

CHI-QFP EanMXS cpcd: EandX§ ada&M218 fowl-32 uradD-18

cpc2-GFP: KanhdfX§ adaG-M218 laul-32 wradD-18

cpol KanMX6 cpol-GFP laul” pmikil-HASH urad’ ades-M215 leul-32
uradi-if

cpcl; EanMX8 cpel(RIGD KISE-GFP oul” pmkl-HAGH wrad’ adet-M216

fanl-32 wradl-18

cped EanMIS cped-FFP fonl” atf1-HASH urad” adet-M216 faul-32
uradl-14d

cpcd: EanMX6 cpcl{RISD EIGE-GFFP: ul” @f1-HASHurad ade-M216
lawl-32 urasle18

cpcd EaMES cped-GFP laul” pypl-13mve KanMXd pmkl-HASH urad’
ade-M216 fawl-32 urad-11

cped  KanhMX§ cpcl(RI6D EIE-GFP vl ppi-1imye  HanhdX§
pmfil-EA 6H wad’ adef-M216 lewl-12 wadD-18

cped KanMX6 cpeld-GFP o]’ pypd-1imveiurad lwli-312 wradD-1d

cpeld EanX6 cpe(RIGD EIEEN-GFP: faul” pupl-1imycurad leul-32
ura$b-14

ratd-FAP uradt foul aded-M216 urqsDid
ret3-GFPurad’ cpod Kanh¥s foul adet-M216 wurad-DI1d
prototrafn

cded-Iw laul-32

cdcd-lw cpcd KanhiXg leul-32

cded-Iw ade§-M21§ wrad-DIf

cded-fw cped KanMX§ ade§-M21§ wad-DI1I
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MWadnd et el (2007}
Este trahajo

E. Hidalgo

Este trahajo

Este trahajo

Este trzhajn

Este trahajn

Este trahajn
Este trabajo
Este trahajn
Este trahajo
Este trahajn

Este trabajo
Este trahajo
Este trahajo
TGRE

Este trabajo
Leupold 1950
TGRC

Este trahajo
TGRC

Este trahajn

Takla MM.1.- Cepas de Schizosaccharomyces pombe empleadas en este trabajo (continuacién)
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FY 16230
AN-CC3
FY 7108
AN-CC5
1081
AN-CCS
326
AN-CCID
JK2240
AN-CCI12
JK2241
AN-CCI3
JK2310
AN-CC14
LW117
AN-CCI5
560
AN-CC16
AN-CC17
PPG148
AN-CCI8
AN-CCI9
FM-23
AN-CC20
AN-CC21
AN-CC22
AN-CC23
AN-CC24
T8313
AN-CC27
FY 13983
AN-CC30
AN-CC31
FY 6937
MM76
AN-CC35
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cde2-Tw cdedS:uradt lenl-12 ura4-DI&

cdc2-Tw cded5: uradt cped. KanbdX6 leul-12 wuradé-Dig
weal-50 aded-MI14

weal-50 cpcd KanhX§ aded-M216

waol-JHASH uras-DI1§ [onl-32

waal-THASH cpel: KonMX§ uras-Did leui-32

cdelo-l2g

cdelR120 cpc 2 KanMXs

cdrduradt fowl-32 urad-DI&

cdrdurad’ cpel KanMX6 kul-12 uraiDld

cdr2:urad’ wimlurad’ fewl-32 urad-DIf

cdrdurad’ wimlwrad+ cpol. KanhX6 leul-32 wrgd-Dig
car -2HAGhiz urad’ lewl-32 wrad-DIS

car -2HAGk s wradt cpcd: KanhX6 lewl-12 watDId

vim 1-2HA Ghizuradt lonl-32 urad-DI1d

vim 1-2HA Ghizurad” cpcd: KanMX§ loul-32 wa#-DIf
cdedi{mem - GFP urad” wred loul-12
cdedi{mem i OFP uras’ cpcld: KanMX6 urad leui-i2
cdellimemd-GFP wrad’ cped KanldX6 urad lewl-12

o 25-22 wrad-Di 4

cde25-22 cpc 2 KanMX8 urad-D148

cde 25-22 cpc FGFP KanMX8 wrad-Di4

coe 25-EA urad’ ade§M216 feul-32 urad-DIf

coe 25-HA urad" cped  KanhX¥d aded-M216 leul-12 wrad-DI18
ede ] 120 cde 2l (memd-FFP ura #* laui-32

cdrlRi20 cds 2l {mem A OFPwrad cpel: KanMXs loui-32
carI-2HAGhiz urad’ cpcd: FanMX§ cpeld-GFPlowl”’ lewl-12 wa+DId

card-2HASkiz a4’ cpcl: EankhX8 cpcl{RISD EMBERGFP: foul™ laui-32

wrasDI g
pom ] KanMX8 pmkl-HASH ura+” adeS-M216 lewl-32 wradD-14

pom i EanMX6 cpcl: EanME 6 pmkl-HAGH urad aded-M216 lul-12
uradl-i4d

cpeiuradt foul-12 ura4-DI8 adeS-M218

epcdiurad’ cpe2-GFP fonl” lonl-32 ured-DI8 adet-M218

cpcliurad’ cpel(RIGD KIFE-GFP: Joul” fewl-12 wadDI1f ade-M216
lonl-32 wrad-DI18 aded-M214

poml-FFP KanMi§ lewl-32 wra+DIif

pom I-FFP: KanMX§ cpcld: FanMX8 laul-12 uwra+DI18

TGRO

Este trabajo
TGRC

Este trabajo

O’ Connell (1957
Estetrahayo

. Bimanis
Estetrahajn

F. Russell

Este trahajao

F. Russell

Este trabajo

P. Russell

Este trabajo

P. Russell
Estetrahajno

SE. Kearsey (2000}
Estetrahajno
Estctrahajo

P. Perez

Este trahajo

Este trabajo
8tock lahoratorio
Este trabajo

Ests trabajo
Estetrahajno

Este trabajo

Este trabajo

Soto et @l (2010}

Este trahajao

YGERO

Este trabajo

Este trabajo
YGEHRE

Btock lahoratorio

Estetrahayn

Tabla MM.1.- Cepas de Schizosaccharomyces pombe empleadas en este trabajo {continuacion)
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1.2.- Cepas de Escherichia coli

La cepa DH5a (Hanahan, 1983) se empled como hospedadora con el in de mantener vy

amplificar log diferentes plasmidos utilizados. Su genotipo es el siguiente:

supE4d MacU169 (@ 80 facZ AMTSE) hed R17 recAT endAT gyrd 96 thi-T refd |

2.- PLASMIDOS

» PpREP3X (Forsburg, 1993)

Deriva de la serde de vectores de expresion pREF/RIF (Maundrell, 1990). Teniendo
como base el plasmido plC118, se caracteriza por poseer un coddn de iniciacion (473) en &l
extremo 2' del fragmento portador de sitios multiples de clonacidn. Aguas amiba de dicha regidn
se localiza la region promotora (mmdl ) regulada negativamente por la presencia de tiamina en
el medio de cultivo (Maundrell, 1990} en su version de expresidn 3X. Ademdas, poses un
fragmento de parada de la transcripcion {(Sfon) en el extremao 3° del sitio de clonacién multiple.
También presenta una secuencia autorreplicativa de bajo ndmero de copias (am=7) v un
marcador capaz de complementar distintas auxotrofias en las cepas receptoras de 5 pombe

(en nuestro caso LEUZ de Saccharomyces cerevisige que complementa estirpes feu-32).

En este trabajo se empled este plasmido para clonar coc2”®, obteniendo asi el plasmido
pREP-cpc? . Este se introdujo por transformacicn en una cepa Acoc?, seleccionando aquellas
colonias capaces de crecer en EMM?Z sin leucina. Las condiciones empleadas para la sobre-

expresion se describen en el Apartado 4 2 - Condicionas de cultivo para 5. pombe.
» plL-cpc2-GFP vy plL-cpc2{DE)-GFP (este trabajo)

iZonstruido a partir del vector plL-pmk1-GFP (Madnd &f &/, 2006), el plasmido plL-cpc2-
FP se diserid para introducir una version de coc? con su propio promotor v fusionada en su
extremo carboxilo al epitopo GFF {"Gresn Huorescent Profein”). Para su construccion (Figura
M1 se amplificd por PCR el fragmento de ADMN correspondiente a la ORF de cocZ2® v su
promotor, utilizando como molde de la reaccion ADM gendmico procedente de la cepa silvestre
La72 (ver Tabla MM 7). Se emplearon los oligonucledtidos CPC2GFP-5 [que hibrida desde |a
posicion -585 a la -567, aguas amiba del coddn de iniciacion de cooZ® v gue contiene un sitio
de corte Xball v CPC2GFP-3 (gue hibrida en el extremo 3' de cocZ® v gue incorpora un sitio de
corte SamH| inmediatamente aguas amba del coddn de terminacian). EIl fragmento obtenido

(14 Kb fue digerido con las enzimas de restriccion BamH| v xbhal v se clond en el vector plL-
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Figura MM.1.- Construccién de los plasmidos plL-cpe2-GFP y plL-cpc2{DE)-GFP

pmk1-GFP tras ser digerido previamente con las mismas endonucleasas. El vector resultante
(plL-cpc2-GFP) es un plasmido que se integra en el genoma de la levadura por recombinacion
homdloga en el locus de few?-32 (previa digestion con el enzima Araf) v que expresa la
proteina de fusion Cpc2-GFF. De manera similar, se construyd el plasmido plL-cpc2(DEFGFF

con el objetive de introducir una wersidn mutagenizada de coc? (ver Apartado 13.1.h)

Mutagénesis dirigida).
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3.- MEDIOS DE CULTIVO

La composicion de los medios de cultivo que se exponen a continuacidon, a menos gue
se especifigue lo contrario, se indica en gramos de compuesto por 100 ml de medio de cultivo.

Los medios sdlidos se prepararon afiadiendo agar a una concentraciaon final del 2%.

3.1.- Medios empleados para el crecimiento y selecciéon de E. coli

* Medio LB (segun Miler, 1972). Su composicion es: triptona 1%, extracto de

levadura 0,5% v NaCl 1% Fue empleado para el crecimiento rutinario de £ coll

» Medio LBA. Este medio se utilizd para la seleccidn de estirpes resistentes a

ampicilina. Su composicion es similar al medio LB mas 100 pg/ml de ampicilina que se

suplementd después de esterilizar el medio en el autoclave.

* Medio SOC (Sambrook ef &/, 1998}, Su composicion es: triptona 2%, extracto de
levadura 0,2%, NaCl 10 mi, KZI 2,5 mb, Mgl 10 mh, MgS0, 10 mh vy glucosa 20 mi. Fue

empleado para la recuperacion celular después de la electroporacian.

3.2.- Medios empleados para el crecimiento, seleccion y mantenimiento de S.

pombe

» Medio YES (“Yeast LCxtract with Supplements). Medio rco empleado
rutinanamente para el crecimiento vegetativo de 5 pombe. Su composicion es: glucosa 2% vy
extracto de levadura 08%. El medio se suplementa con leucina, histidina, adenina v uracilo
(100 mg/) en aguellos casos en los que la cepa lo requiere. Este medio suplementado con
geneticina (G-418, frvirogen) o higromicinag B (Roche) se utilizd para la seleccion de cepas
transformadas con el casete de resistencia a uno U otro antibidtico. En ambos casos se empled
una concentraciaon final de 200 pg/ml de antibidtico en el medio.

¥ Medio YES 79% Glucosa. Se utilizd para el crecimiento de 5 pombe con el objetivo
de someter a las células a estrés por privacion de glucosa v en los ensayos con diferentes
fuentes de carbono. SuU composicion es; glucosa 7% v extracto de levadura 0,6%. El medio se
suplementa con leucina, histidina, adenina vy uracilo (100 mg/l) en aguellos casos en los que |a

cepa lo requiere.
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¥ Medio YEG. Se empled para la induccidn del ayuno de glucosa en S5 pombe v el
crecimiento vegetativo con glicerol como fuente de carbono. Su composicidn es: gliceral 3% v
extracto de levadura 0,6%. El medio se suplementa con leucina, histidina, adenina v uracilo
(100 mgfl) en aguellos casos en los que la cepa 1o requiere.

> Medio Minimo de Edimburgo (EMM2) (Mitchinson, 1870; Murse, 1875). Se utilizé
como medio de seleccion en los experimentos de transformacion. Tambiégn se Utilizd para el
crecimiento rutinario de cepas transformadas con plasmidos v aquellas gue expresan genes
bajo el control del promotor mmiti™. En este Ultimo caso, el medio se suplementd con tiamina
{concentracidn final de 10-15 uM) para reprimir la expresion génica. La composicion del medio

es la siguiente: ftalato monopotasico 0,3%, Na.HPO, 0,22%, NH4Cl 0,5%, glucosa 2%.

Esta disolucion se esteriliza en el autoclave v posterormente se le adicionan diferentes
cantidades de los stocks de sales, minerales vy witaminas, que han sido esterlizados

previamente por filtracion (Tabla M .23

Stock de Sales {50X)

Stock de Minerales {10000X)

Stock de Vitaminas (1000X)

Mg Cla BH20 0,26 HaB O, 31 mhd Acido Nicotinico 81,2 mi
CaCly2H,0 5 mhd M50, 237 mi Inositol 55,5 m
KCl 0,67 ns0, 7TH,0 14 mhd Biotina 40,8 mhd
Ma.50, 14 md Felly 6H.0 T4 mhkd Acido Pantoténico 4 2 mihd

MoOy-2H.0 2.5 mhd

Kl 6 mhd

CuS0y-5H.0 1.6 mhd

Acido Citrico 47 6 mhd

Tabla MM.2.- Composicién de los stocks utilizados de sales, minerales y vitaminas.

El medio se suplementa con leucina, histidina, adenina v uracilo (100 mgd) en aguellos casos

enlos que la cepa lo reguiers.

> Medio Minimo de Edimburgo sin Nitrégeno (EMM2-N). 5= utilizé para inducir el
ayuno de nitrdogeno en 5. pormbe. Su composicion es similar al EMM2 con la excepcion de que
no contiene fuente de nitrdgeno (MH4CI).

> Medio Minimo de Edimburgo con Glutamato (EMMG). Se empled para el

crecimiento vegetativo de 5 pombe en los ensayos con diferentes fuentes de nitrdgeno. Su
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composicién es similar al medio EMMZ sustituyendo la fuente de nitrdgeno MNHLCL por
glutamato 10 mhd.

> Medio Minimo de Edimburgo con Prolina (EMMP). Se utilizd para el crecimiento
vegetativo de 5. pombe en los ensayos con diferentes fuentes de nitrdgeno. Su composicion es
similar al EMM2 sustituyendo la fuente de nitrdgeno MH4Cl por L-prolina 10 mh.

» Medio SPA. Se utilizd para inducir la conjugacion v esporulacion en 5 pombes. Su
composicion es: glucosa 1%, K.HF Oy 01%, CaCly a partir de una solucidon concentrada 50X
(0,074%) v agar 3% El medio se suplementa con witaminas (en la misma cantidad que el
medio EMMZ2) v leucina, histidina, adenina v uracilo (100 mgd) en aguellos casos en los que la

cepa lo requiere.

4.- CONDICIONES DE CULTIVO DE LOS MICROORGANISMOS.
ESTIMACION DEL CRECIMIENTO, RECUENTO CELULAR Y TAMANO
EN DIVISION

4.1.- Condiciones de cultivo para E. coli

Las cepas de £ cof se incubaron en medio liguido LE con antibidticos mediante
agitacion orbital (220 rp.m.) a una temperatura de 37°C. Para el crecimiento en medios sdlidos

las células se incubaron en estufas a 37°C.

4.2.- Condiciones de cultivo para 5. pombe

En general, el crecimiento de cepas en cultivo liguido se llevd a cabo en el medio
indicado en matraces Erdenmeyer a 28°C empleando incubadores con aditacion orbital (180
rp.m.). En el caso de estimpes poradoras de alelos termosensibles (ode28-22, cdef(-129,

wesT-50) las células se cultivaron inicialmente a 25°C ({temperatura permisiva).

Fara el cultivo en medios sdlidos se incubaron las células en estufas a la temperatura
deseada en cada caso, gue oscild entre 25 v 37 "C. En los expermentos realizados con células
en fase exponencial de crecimiento se usaron cultivos con valores de densidad dptica a 800 nm

(D.0 oo} comprendidos entre 0,5 v 1,0.

Los experimentos de sobre-expresion génica bajo el control de diferentes versiones del

promotor mmtd se llevaron a cabo cultivando las células en EMMZ liguido con tiamina {(10-15
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LMY Para eliminar la tiamina residual del medio de cultivo, se recogieron las celulas paor
centrifugacion v se lavaron tres veces en EMMZ sin tiamina. Finalments, se resuspendieron las

células en EMMZ sin tiamina, incubando durante 16-18 horas en condiciones de desrepresidan.
4.3.- Estimacion del crecimiento, recuento celular y tamarfio en division

El seguimiento del crecimiento de los microorganismos en medio liquido se realizd por
turbidimetria, midiendo la densidad dptica de los cultivos a 600 nm (D.O gl &n un egquipo
Ultrospec 2100 (Amersham Biosciences). En el caso de valores directos superiores a 0.3 se
procedid a diluir la muestra v posteriormente a multiplicar la nueva medida por el

correspondiente factor de dilucidn.

El recuento de celulas totales de 5. pombe a diferentes tiempos se llevd a cabo
mediante contaje microscopico directo en un hemocitdmetro Neubaver. La concentracion
celular de la suspension origingl se expresd como numero de celulas por mililitro (M) segun la
formula M = 2.5 % 10° x M x O, donde M es la media del ndmero de microorganismos
determinado en los recuentos efectuados por cuadricula de la camara, v D es el factor de

dillcion.

Fara analizar el tamafo en division, las células se cultivaron en medio YES v EMMZ a
28%C hasta alcanzar una DO gy maxima de 0.5, En el caso de estimpes portadoras de los alelos
termosensibles cdc?5-22 v o i0-1T25, las celulas se cultivaron a 25°C. Las cepas que portan el
alelo wee7-50 se cultivaron a 25°C v posteriormente se transfirieron a 34°C durante 4 horas
para poner de manifiesto el fenotipo wee. Alicuotas de |los cultivos se tifieron con blanco de
calcofidor v se observaron en un microscopio Leica DMAO00E (ver Apartado 11.- Técnicas
microscopicas). Se midieron un ndmerg minimo de 200 celulas septadas (n2200) para cada

cepay los tamanfios, en micras (Um), se muestran como la media aritmética + el error estandar.

5.- PURIFICACION DE ASCOSPORAS DE S. pombe

Las ascosporas de 5. pormibe se aislaron y purificaron siguiendo el método descrito por
kelly ef @ (1993) Este metodo se basa en la utilizacidon del enzima glusulasa (5gma), capaz
de digerir las paredes de células vegstativas v ascas induciendo su lisis osmatica, pero que no
ataca a las paredes de las ascosporas ni afecta a su capacidad germinativa. En todos los
casos se partid de 20-30 ml de cultivo esporulado, cuvo contenido celular se resuspendid en 2
ml de solucidn enzimatica de glusulasa al 2% en tampdn acéticofacetato pH 5. Las mezclas se

incubaron a continuacion con agitacion orbital (150 rpm.) a 25°C durante 12-14 horas. Una
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veZ finalizado el tratamiento enzimatico v tras varios lavados con glicerol al 10%, las esporas
se resuUspendieron en agua esténl, v se sembraron en placas con medio EMMZ con el fin de

inducir la germinacion de las esporas aisladas.
6.- TECNICAS DE TRANSFORMACION

% Transformacion de E. coli

Las estimpes de £ colf utilizadas en este trabajo se transformaron por electroporacion
con Un equipo Eppendort Electroporator 2570, utilizando el protocolo proporcionado por la casa
comercial. En todos los casos el marcador de seleccion de los transformantes fue la resistencia
a ampicilina. Después de someter a las células a un pulso de comente, se recuperaron en
medio SOC durante 45 minutos a 37 "C. Fosteriommente se recogieron por centrifugacion v se

sembraron en placas de LEBA (medio LE mas ampicilina).
¥ Transformacion de S. pombe

La transformacion de 5. pombe se realizd segun el método descrito por Moreno ef ai
(1991) con ligeras modificaciones. Se inoculd una colonia de la cepa 5. pombe a transformar
en 10 ml de medio YES v se cultivé a 28°C hasta alcanzar valores de D.O g comprendidos
entre 0,8 v 1,2 Las células se recogieron por centrifugacidn a 1800 rp.m. durante 4 minutos,
se lavaron v se resuspendieron, primero con & ml de agua bidestilada estéril v a continuacion
con 5 ml de tampén AcLiTE (acetato de litio 0,1 M, Tris-HCI 10 md pH 76 v EDTA 1 mbd).
Finalmente las células se resuspendieron en 100 Pl de AcLiFTE v se afadieron 20 pg de ADN
de salmon (10 mg/ml) previamente hervido v 10 ul del ADM a transformar (plasmidos o
productos de PCR) La mezcla se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Fosterniormente se afladieron 260 pl de AcLiyTE/PEGA000 40% v se incubd durante 40 minutos
a 30°C. Después de este tiempo, se afiadieron 43 il de DMESO0 v las alicuotas se transfirieron a
un bafo a 42°C. 5 minutos. A continuacion las células se recogieron por centrifugacion, se
lavaron, se resuspendieron en 500 ul de agua bidestilada estéril v finalmente se sembraron en

placas de medio EMMZ selectivo.

En las transformaciones en las que la seleccion se realizd por resistencia a kanamicina
0 higromicina B, se procedid de manera similar, sembrando las celulas en placas de medio
YES Se incubaron 24 horas v se replicaron en medio YES con geneticina (g418) o higromicina
E, con una concentracion de 200 pg/ml de antibidtico. En todos los casos las placas se

incubaron durante 4-5 dias a 28"C.
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7.- TRATAMIENTOS DE ESTRES

Las cepas se cullivaron en medio YES o EMMZ2 hasta fase exponencial temprana
(D.0gwp= 0,6-11. A continuacion se dividieron en alicuotas idéenticas, que fueron sometidas a los

siguientes tratamientos:
» Choque hiperosmoético

Fealizamos tratamientos de chogue osmdatico salino adicionando al cultivo KCl hasta

Lna concentracion final de 0.6 M.
» Choque térmico

Las celulas de cultivos en medio YES a 28°C se recogieron por fitracidn, v se
resuspendieron en el mismo vwolumen de medio precalentado a 40°C, incubandose a esta

temperatura durante la duracion del tratamiento.
# Choque oxidativo

Los tratamientos de chogue oxidativo se realizaron afiadiendo distintos vollmenes de
perdxido de hidrogeno (H2O.) a partir de una solucidon stock al 20% (pfp) hasta alcanzar
concentraciones en el medio que oscilaron entre 1 v 5 mkd. También se emplearon compuestos

pro-oxidantes como el di-eti-maleato (DEM) 4 mbda,
% Estrés nutricional

En el caso del ayvuno de glucosa, las celulas se cultivaron en medio YES 7% glucosa
hasta fase exponencial temprana (0.0 40,=0,5-06). Posteriormentse s& recogieron por filtracion
através de un filtro de 045 um. A continuacion, se lavaron 2 veces con medio YEG (glicerol en
lugar de glucosa) v finalmente se transfineron al mismo volumen de este medio para inducir el

ayuno de glucosa. Se recogieron alicuotas del cultivo a distintos tiempos.

De manera similar, para el ayvuno de nitrdgeno, las células se cultivaron en EMMZ, se
filtraron, se lavaron 2 veces con medio EMM2-M (sin fuente de nitrdgeno) v se transfirieron al
mismo volumen de este medio. Esta estrategia fue también empleada en los ensavos de

cambio de la fuente de nitrdgeno o de carbono.

Entodos los casos los cultivos se incubaron manteniendo simultaneamente una alicuota

no tratada como control,
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8.- ENSAYOS DE VIABILIDAD

#> Viabilidad por siembra en placa

El efecto provocado por las distintas condiciones de estrés sobre el nivel de
supervivencia celular se evalud mediante un analisis comparativo de la viabilidad de los
diferentes mutantes en comparacion con una cepa contral. FPara esto se tomd una alicuota de 1
ml de cada uno de los cultivos celulares objeto de estudio en fase exponencial (DO gpp=0.6).
Una vez estimado el nimero de células por mililitro, se realizaron diferentes diluciones seradas
(’10‘1 a 10%). De cada dilucién se tomaron 200 pl que se extendieron sobre placas Petr
conteniendo medio YES vy empleando un asa de Drigalski. El recuento del numero de unidades
formadoras de colonias por mililitro se efectud tras la incubacion a 28°C durante 5 dias. Se
emplearon al menos dos placas por dilucidn v el numero de colonias contadas oscild entre 30 v
300 Finalmente, se calcularon los valores medios de los datos obtenidos v el porcentaje de

supervivencia se refind a una muestra sin tratar ( 100% de viabilidad ).
# Diluciones seriadas en gota

Altemativamente, la viabilidad de las estirpes mutantes frente a distintos agentes
estresantes (KCI, HaO2, MgCla, FKS08, caspofungina. ) se realizd mediante la técnica de las
diluciones seriadas en gota. Para ello se tomd una alicuota de cada cultivo en fase exponencial
de crecimiento (DO gp= 0,61 v se determind el nimero de células por mililitro. Posteriormente
se gjustd la concentracion celular de dicha alicuota a 107 célulasfml. &, partir de la misma se
realizaron diluciones seriadas desde 10°% hasta 107, y 52 depositaron gotas de 10 Wl de cada
dilucién sobre placas Petri con los medios adecuados (por duplicado) Excepto que se

especifigue o contrano, los resultados se registraron tras la incubacion a 28°C durante 2 dias.

9.- ENSAYO DE SENSIBILIDAD A B-GLUCANASAS

La resistencia de la pared celular de diferentes estirpes mutantes frente a la digestion
con PFroglucanasas se analizd segun el metodo descrito por Loewith &f &/ (2000) con ligeras
muodificaciones. Las células se cultivaron en medio YES hasta fase exponencial temprana
(0.0 gpp= 0.8), 5 recogieron por centrifugacion v se lavaron con el siguiente tampan: Tris-HZ
10 mM, pH 7.5 EDTA 1 mM, B-mercaptostancl 1 mMk. A continuacidn, se incubaron a 30°C con
agitacion vigorosa en el mismo tampdn al que se le afnadid zimoliasa 20T (Sefkagaky

Corporafion) a una concentracion final de 100 pg/ml. Faralelamente se mantuvieron los cultivos
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sin tratar que se utilizaron como control. Se recogieron alicuotas cada 15 minutos, v se analizo

la lisis celular midiendo el descenso de la D.O .

10.- SINCRONIZACION Y ESTUDIO DE LA PROGRESION DEL CICLO
CELULAR

En el analisis de |la progresion del ciclo celular se emplearon mutantes portadores de |os
alelos termosensibles cdc25-22 o cdef0-120 FPara su sincronizacion, las células se cultivaron
en medio YES hasta una D.O gy proxima a 0,2-03 a 25°C (temperatura permisiva). A
continuacion, se incubaron a 37°C durante 3,5 - 4 horas (temperatura restrictiva) v al cabo de
ese flempo se transfineron de nuevo a 25%C para permitic el reinicio sincronizado  del
crecimiento. A los tiempos indicados en cada caso, se tomaron alicuotas de los cultivos para
preparar las celulas para ensavos de unidn a cromatina (ver Apartado 10.2- Ensayos de union
a cramatina i 5w, citometria (ver Apartado 101 .- Citometria de flujo), obtencidn de muestras
de proteina, v observacidn microscapica (ver Apartado 13 - Teécnicas microscopicas). En este
Ultimo caso, se realizarmon preparacionaes en fresco o se fijaron las células con formaldehido a
una concentracion final de 3.7%. La wisualizacion v recuento de nicleos celulares v septos

permitic establecer la etapa del ciclo en la que se encontraba el cultivo.

10.1.- Citometria de flujo

Los experimentos de citometria de flujo fueron realizadaos en el laboratorio de la Dra.
Filar Perez (Departamento de Microbiologia v Genética, Universidad de Salamanca) siguiendo
el protocolo descrito por Sazer v Sherwood (1990). Tras sincronizar [os cultivos de las cepas
326 (cdc?0-128, control) v AN-CCI10 (odef0-T25 Acoc?), se recogieron 107 células o
centrifugacion a 2000 rp.m. durante 5 minutos v se resuspendieron en 1 ml de etancl 70% frio.
Fosteriormente, 0,3 ml (2—3><1OE celulas) se lavaron con 3 ml de citrato sadico S0 mhd v tras
centrifugar (2000 rp.m., 9 minutos) las células se mezclaron con 0% ml de citrato sddico 50
mhl conteniendo RMasa A 0,1 mgfml. Después de incubar a 37°C durante 2 horas, se procedid
a tefiir con ioduro de propidio, afadiendo 4 pg/ml. Las células se analizaron empleando un

citometro Becfon Dickinson FACSorf v el software asociado CeffQuest
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10.2.- Ensayos de union a cromatina in situ

El analisis de la transicién G455 del ciclo celular por ensayos de unidn a cromatina se
realizd estudiando la localizacion de la proteina Mom4d-GFP ., segun el protocolo descrito por
Kearsey et & (2000) con ligeras modificaciones. Se afladieron 0,01 voldmenes de MaMy al 10%
a 20 ml (10% células) de los cultivas contral [AN-CC21, cdei0-128 cde? {{momd)-GFEP) v
mutante (AN-CC22 cdct0-129 cdc2 1{momd)-GFP Acpc?) sincronizados en la fase Gy del ciclo
celular (ver Apartado 10- Sincronizacion v estudio de la progresion del ciclo celular). Las
células recogidas por centrifugacion (3200 rp.m. durante un minuto) se lavaron en tampan 2k
(citrato sodico 50 mM pH 5 6, sorbitol 1,2 M, acetato magnésico 0.5 mk y OTT 10 mhd) v se
resuspendieron en 500 Yl del mismo tampon con 2 mag/ml de zimoliasa. Posteriommente, se
incubaron a 32°C hasta permeabilizar la pared (10 minutos) v se afadieron 3 volimenes del
tampon STOP frio (MES 01 M pH 64, sorbitol 1,2 M, EDTA 1 mM v acetato magnésico 0.5
mhd). A continuacion, las células se centrifugaron a 1800 rp.m. durante dos minutos v se
lavaron dos veces con el mismo tampoan. Tras retirar el sobrenadante, se resuspendieron con 1
ml de tampdén EE (PIPES-KOH 20 mM pH 6,8, sorbitol 04 M, acetato magneésico 2 mhd v
acetato potasico 150 mi) con 0,001 volumen de una mezcla de inhibidores de proteasas
(Sigma). La suspension celular se dividid en dos partes: una mitad quedd sin tratar {control), v
a la otra se anadieron 0,02 wvolimenes de Trton X-100 durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Una vez pasado ese tiempo, las células se centrifugaron dos minutos a 1800 rp.m. v

se resuspendieron en metanol frio.

Finalmente las células se lavaron en tampdn TES con CaCls 1 mi vy se hicieron
preparaciones para su observacion al microscopio de fluorescencia, segun se describe en el
Apartado 11.- Técnicas microscopicas. Se analizaron un minimao de 200 células por muestra
para establecer en porcentaje &l numero de celulas con Momd-GFP unid de forma estable a la

cromatina.

11.- TECNICAS MICROSCOPICAS

» Microscopia de contraste de fases

La observacion directa de celulas de distintos cultivos de 5 pontbe se realizd mediante

preparaciones en fresco v su observacion empleando un microscopio Leica DMA000E .
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» Microscopia de fluorescencia

Las observaciones se realizaron mediante un sistema de epifluorescencia por lampara
de mercuno de 100y en Uun microscopio Leica DMADO0E acoplado a una camara Leica DC
300F, v conectado al sistema informatico de analisis de imagen IMS0. El tratamiento de las
imagenes capturadas se realizd con el programa Adobe Photoshop {( Adobe Sysfems).

Fara los estudios de localizacion subcelular de las proteinas de fusion Papl1-GFF,
Cpc2-GFP v Cpc2{DERGFF las células se cultivaron en medio rico YES o EMMZ2 hasta una
D.Ogpp de 0,2-02, v acontinuacion se sometieron a los tratamientos indicados en cada caso, o
se dejaron sin tratar. Las muestras se analizaron bien i wive, o tras su fiacidén con
formaldehido a una concentracion final de 2,7%. Para la observacion de los ndcleos las
muestras se tiferon con 4 B-diamidino-2-fenilindol {DAPI). Los septos v la pared celular se

visualizaron tras la tincidon con el fuorocromo blanco de calcofidor,

12.- FRACCIONAMIENTO DE POLISOMAS

Los experimentos de fraccionamiento de polisomas se realizaron segln el meétodo
descrto por Shor vy MclLeod (2003) con ligeras modificaciones, y gracias a la inestimable
colaboracidn del Frof. Javier Campoy (Departamento de Bioguimica v Biologia Molecular A,
Universidad de Murcia). Las celulas de las cepas control v mutante se cultivaron en 100 ml de
medio YES hasta una D.O gp= 0.2, se trataron con 100 pg/ml de cicloheximida durante cinco
minutos v se recogieron por centrifugacian. Una vez lavadas con Tris-HCI 10 mi pH 7.5, MaiZl
100 mh, MgCle 30 mM, se lisaron con el mismo tampon suplementado con DTT 1 mhd, en
presencia de una mezcla de inhibidores de proteasas ( Sigima-Aldrizi) v 0.5 Uil de un inhibidar
especifico de RMasas (RNasin, Ambion, Awstn, TX) Para la obtencion de los extractos
celulares se emplearon bolas de widrio estériles v el sistema Fast-Prep FP120 (B0 107, VWiata,
CAY La fraccidn insoluble de los extractos se descartd tras una centrifugacion a 20000 g

durante 30 minutos a 4°C.

FPara realizar el fraccionamiento de los polisomas se depositaron 20 unidades (D.O sgp)
de extracto total en tubos que contienen 11 ml de un gradiente de sacarosa del 7 al 47% (pfv)
preparado en tampdn Trs-HCI 15 m pH 7.4, MH4CL 140 mi, MgOAc-4HO 8 mi, 100 ggiml
cicloheximida, e inhibidores. Los gradientes se sometieron a ultracentnfugacion en un rotor
SVVTI [ Beckman instruments, Feterfon, CA4) durante 3,5 horas a 40000 rpm. y 4% A
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continuacion, se recogieron fracciones de 600 yl (Colector Amershaim — Biosciences Frac-100)
y la distribucidn de las subunidades nbosomales 405, 605, monosomas (805) v polimbosomas
a lo largo del gradiente se determind midiendo la absorbancia a 254 nm en un eduipo
Manodrop 1000 [Themmo Scienitfic). Finalmente se recogieron alicuotas de 50 pl de cada
fraccidon v se analizaron por Western biof para detectar las proteinas Cpc2-GFP y LT (proteina

nbosomal empleada como control ).

13.- TECNICAS DE MANIPULACION DE LOS ACIDOS NUCLEICOS

13.1.- Obtencidén y manipulacion de muestras de ADN

13.1.a) Aislamiento de ADN plasmidico de E. coli

El ADM plasmidico de E coff se aisld siguiendo las instrucciones de un sistema

comercial de purificacion ( High Pure Plasmid fsofabion Kif) distnbuido por Roche.

13.1.b) Aislamiento de ADN gendmico de 3. pombe

Latécnica empleada incluye la obtencion de protoplastos a partir de células vegetativas
y la posterior extraccidn de los acidos nucleicos con solventes organicos. Las levaduras se
recogieron por centrnfugacidn (5 minutos a 2000 rp.m ) a partir de cultivos de 100 ml de medio
liguido YES crecidos hasta la mitad de la fase exponencial de crecimiento. El precipitado
celular se resuspendio en S ml de tampdn citrato-fosfato 20 mM pH 5.6 conteniendo sorbitol 1,2
bW, EDTA 40 mM pH 8,0 v 1-3 mg/ml de zimoliasa 20T, Esta suspensidn se incubd a 37°C
durante 30-60 minutos, hasta la obtencién de protoplastos. Los protoplastos se recogieron
mediante centrifugacion a baja velocidad (3000 rp.m., 5 minutos) v se resuspendieron en 15 ml
de tampdn TseEs (Tris-HCI S0 mM pH 80, EDTA & mk pH 80) v 1.5 ml de SDS 10%,
incubandose durante 20 minutos a B5"C. FPosteriormente se anadieron 5 ml de acetato potasico
5 M, v el lisado obtenido se enfrid en hielo por un tiempo minimo de 30 minutos. Una vez
transcumido este tiempo, los lisados se centrifugaron a 15000 rp.m. durante 10 minutos, v los
acidos nucleicos totales presentes en los sobrenadantes se precipitaron con un volumen igual
de isopropanaol frio -20°C). Los acidos nucleicos totales se lavaron con etanol a 70% v se
resuspendieron en 3 ml de tampon TgEs suplementado con 20 pg/ml de ENAasa. Esta mezcla
se incubd durante dos horas a 37°C. Al cabo de este tiempo, se realizaron dos extracciones
con una mezcla de fenol v cloroformo con alcohol iseoamilico (2924:1). La fase acuosa
resultante se precipitd con 2.5 volimenes de stanol absoluto frio (-20°C) v 0,1 volimenes de

acetato sodico 3 M. El precipitado de ADM total tras centrifugar, se lavd con etanol al 70%, se
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dejd secar a temperatura ambiente v se resuspendid en 200 pl de tampdén TE pH 7.5,

guardandose a 4°C hasta su utilizacién.

13.1.c) Determinacién de |la concentracién de ADN total

Las soluciones de ADM se cuantificaron empleando un equipo Nanodrop 100 { Thearmo
Scientific), que mide la absorbancia de la muestra a 260 nm v calcula automaticamente su
concentracion segun la siguiente relacion: una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a 50
pofml de ADM. Se utilizdéd la relacion de absorbancia 260/280 para estimar el grado de pureza

de la preparacion (1,6 - 1.8 en &l caso de ADN puro].

13.1.d) Digestion del ADN con enzimas de restriccién

Se realizd siguiendo las recomendaciones especificadas por [os suministradores de las
enzimas de restriccidn (Roche v Fermentas) v las indicaciones generales descritas por
Sambrook ef af (1998,

13.1.e) Electroforesis de ADMN en geles de agarosa v purificacién de ADNM a partir de geles

La separacion de los fragmentos de ADN en funcidn de su tamarfio se llevd a cabo
mediante electroforesis en geles de agarosa preparados a la concentracidon adecuada (entre
0.8 v 15%) dependiendo del tamario de los fragmentos a separar. Como marcadores de peso
molecular se emplearon los fragmentos de DMA gendmico del fago A resultantes tras su
digestion con Hindi! (Fermentas). Las electroforesis se desamrollaron a voltaje constante entre
B5 vy 90 El tampdn usado fue TAE [Tris-acetato 0,04 M, EDTA 0,001 M) v en los geles se
incluyd bromuro de etidio (1,0 pg/ml) para visualizar el ADM tras la iluminacion con Uz

Ultravioleta.

El aislamiento v purificacion de fragmentos especificos de ADMN a partir de geles de
agarosa se realizd recortando blogues de agarosa que contenian los fragmentos de ADN de
interés, v procesando las muestras con el sistema comercial idestra GEX™ POR DONA and Gaf
Band Purffication Fit (GE Healthcare) Fara la purificacion de productos de PCR se utilizd el

mismo producto siguiendo las recomendaciones especificas del fabncante.

13.1.f) Clonacién de fragmentos de ADN digeridos con enzimas de restriccidn

Los expermentos de clonacion se realizaron mezclando cantidades vanables de ADRMN
tanto del inserto como de vector plasmidico (dependiendo de cada caso), siendo la suma total
de ambos no superior a 300 ng en un valumen final de 20 yl Fara llevar a cabo las ligaciones

se utilizd un kit comercial (T4 ONA Lgass, Promegs Corporation). Las mezclas de ligacidn se
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incubaron a 16°C durante 12-18 horas. A continuacién, la mezcla de ligacion se dializd con
membranas de 0,022 pm de tamafio de poro. Se utilizd 1 gl de esta preparacion para
transformar mediante electroporacion 40 ul de celulas competentes de la estirpe de £ cof

utilizada en este trabajo.

13.1.9) Reaccidén de amplificacién de ADN {(PCR)

Las reacciones de amplificacion de ADM por PCRE (Eolmerase Chain Heaclion) se
realizaron empleando un temmociclador de la casa comercial Eppsndorf (modelo Mastemyolsr
Personall. Cada reaccion de 50 gl contenia: 50 pmoles de cada oligonucledtido sintético
(Roche), 10 ng de ADM molde, 20 pmoles de una mezcla de desoxirribonucledtidos, 1.5
Unidades del enzima Expand High Fidelly Polvmerazse (Roche) v MaCl 1.5 mM (afadido al

tampon de reaccion suministrado en el Kit),

Las condiciones de amplificacion variaron segun el tamarno del ADN a amplificar v la
temperatura de fusion (Tm) de los oligonucledtidos. El primer paso fue una desnaturalizacion a
95°C durante 2 minutos, sequido de un numero varable de ciclos (25 a 35), cada uno de ellos
con un paso de desnaturalizacion (95°C, 1 minuto), hibridacion (50-58°C, 20-90 segundos) v
polimerizacion (722, 1-3 minutos). Los fragmentos de ADM amplificados se punficaron, en

caso necesano, a partir de geles de agarosa.

Los plasmidos utilizados como molde para la obtencion de deleciones v fusiones
genicas se indican en la Tabla MM 3 Los oligonucledtidos empleados en las distintas

reacciones de amplificacion junto con su finalidad se muestran en la Tablas MM 4 a la MM B

NOMBRE DESCRIPCION ORIGEN
Amplificacion del casete de disrupcion con el marcador de J. Bahler,
ok anhie resistencia a kanamicina 18498
FAGa-PhoMX6 Amplificacion del casete de disrupcian con el marcador de J. Bahler,
P P resistencia a higromicina B 14994

Amplificacion del casete para la fusion de proteinas con el epitopo

pFABa-13Myec- : : : : ; J. Bahler,
KanMX6 13-myc en el extrema carboxilo (cun_n!ene el marcador de resistencia 1998
a kanamicina)
pFAa- Amplificacian del casete parala fusion de proteinas con el GFF en 1 Bahler
GFP(S65T)- el extremo carboxilo (contiene el marcador de resistencia a ' ;
o 1998
KanMX6 kanamicina)

Tabla MM.3.- Plasmidos empleados como molde de ADN en las reacciones de PCR.
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NOMBRE SECUENCIA FINALIDAD

CPC25X B —TATATCTCG AGATGC CAG AAC AACTTIGTGCTC 3 e .
4 -cpc
CPC23X O -TATATG GAT CCTTACTTG GTAACT TGC CAG AC 3

Tabla MM.4.- Oligenucledtidos empleados para la clonacién en vectores de sobre-expresién.

NOMBRE SECUENCIA FINALIDAD

6'- GTC ACA GTC CAT ATA GAACATTIT TTG AGT TAC CTA
CPC2-5 CAT CTCTCC TTC AAG ACA TCC CGA CCA GTC AAC ACG GAT
CCC CGGE GTT AAT TAA 3

5'— TAA AGA AAA COA TGC ACC CTAAAG CCATTC ATC ATT
CPC2-3 ATCGTC TTATGE GAC AAC AAT TAA AAT CTT ATT TGAATT
CGA GCT CGT TTAAAC &

cpcZ Kanhixg

8 - ACCAACTTA CAA CGG AAC TTG AAT AGA CAA AAT TIC
PMPD-3 CCTTTTTTITATG GAT TTA TAAATAATT GGC ATT GGA ATT
CGAGCT CGT TTA AAC 3
Lt Hyghise
' - AAG TCC TCA ACA AAT ATA GAA CGA AAA GAG TCT TCC
PMPD-& TTA CAA CCG CTT CGA TCA ALA CTT CCT TTG AGA ACG GAT
CCC CGG GTT AATTAA 3

Tabla MM.5.- Oligonucledtidos empleados para la delecidn de los genes indicados.

Eedncoeapeee U pad e nie B e oD
CPC2F5  TGA TAATCT CATTCG TGT CTG GCA AGT TAC CAA GCG GAT
CCC CGG GTT AAT TAA 3 L

5 _ TAA AGA AAA CBATCG ACC CTA AAG CCATTCATCATT GFR: KanhXb
CPC2-F3 ATC GTCTTA TGG GAC AAC AAT TAAAAT CTTATT TGA ATT
CGA GCT CGTTTAAAC 3

5 — GAA GAA GAT GGA AGA AAA AGT CUC CAA GCC AAT TAA
CTTM1-F  CAA GGG CGA ACC CCA TAT GTT CCA AGG AAG CTC ACG GAT
CCC CGG GTT AAT TAA 3 i

5' _ ATT AAA ATA GTA GTC ATC CGA TAA ACC TAG CTG ACT GFR:KanM X8
CTT1-R  CAAATT TTT TAC AAA CTAATT TCG CAT AAG CGC AGAATT
CGAGCT COTTTAAAC 3

5 — TGA AAC CGA TAT CGT AAA TTC TAA CAA AGA TGT TGC
PTC3-F5  GGA TGA TCA TAA GGA GGC TGT GTC TGC AGC AGA TCG GAT
CCC CGG GTT AAT TAA 3 e

5~ ATA ATG CTAATT ACG AGG AAT ATT CCTAAA AGC AAG 13myckanMxb
PTC3-F3  TTACAT TGT GTAATATGC GTG AAG TAG GGA ATA AGA ATT
CGA GCT CGT TTA AAC 3

NOMBRE SECUENCIA FINALIDAD

Tabla MM.6.- Oligonucleétidos empleados para la obtencion de fusiones a diferentes epitopos.
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13.1.h) Mutagénesis dirigida

Empleamos esencialmente el protocolo descrito por Higuchi ef & (1988) para obtener
una version de Cpc2 no unida al ribosoma. El gen cpc?® se amplificd en dos fragmentos. El
primera contenia el promotor hasta la region del gen a modificar, mientras que el segundo
solapaba la zona a mutagenizar v se extendia hasta el extremao carboxilo. En una Ultima
reaccion de PCR se mezclaron ambos fragmentos en cantidades eguimoleculares (purificados
previamente mediante electroforesis en gel de agarosa) junto a los oligonucledtidos externos

no solapantes, v asi obtener finalmente la versién completa de coc2® mutagenizada.

La presencia de los cambios deseados v la ausencia de mutaciones adicionales que
pudieran haberse incomorado durante la amplificacion se verificaron mediante secuenciacion.
La secuencia de los oligonucledtidos empleados para la mutagénesis dirigida se indica en la
Tabla M 7.

NOMBRE SECUENCIA FINALIDAD
CPC2GFPS 5'— CCT TAT CTA GAC CAT ACT TTC ATATAC GG @ Oligo externo 5°
CPC2GFP3 5 - CCT TAG GAT CCC TCT TGG TAA CTT GCC AGA L 3 Oligo externo 3°
R3I6DKIBES 5 - CTTTCC GGT TCT BAT GAC BAG TCC ATC AT 3 Mutacian R360 y
RI6DKIBE3 5' - ATG ATG GAC TCG TCA TCA GAA CCG GAAAG 3 K3BE

Tabla MM.7.- Oligonucledtidos utilizados paralos ensayos de mutagénesis dirigida de cpe2”. (Las
hases modificadas se indican en negrita)

13.1.i) Secuenciacién del ADN

La secuenciacion de ADMN se llewd a cabo de forma automatizada utilizando un
analizador de 4 capilares, modelo A8¢ Prism 3730 de Appled Biosyvsiems en el Servicio de

EBiologia Molecular (SAI de la Universidad de Murcia.

13.1.j) Comprobacidn de genotipos mediante PCR a partir de colonia

Se disefiaron oligonucledtidos gque hibridaban en una posicion especifica de la
secuencia del marcador introducido (generalmente el casete de resistencia a kanamicina,
higromicina o uracilo) ¥ en las secuencias adyacentes a la ORF del gen interrumpido. Los
oligonucledtidos que se emplearon para la comprobacion de las cepas generadas aparecen en
la Tabla MM 8 Se prepararon tubos con reacciones de PCR v a cada uno se le affadid una

colonia del comespondiente transformante. Las muestras se sometieron a las condiciones
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estandar de amplificacion descritas previamente. El producto obtenido se analizd en geles de

adarosa.

NOMBRE SECUENCIA FINALIDAD

Confirmacian de cepas
delecionadas en cpc?”

CPC2-COMNF 5 —ATI CAG CCA CCC CAG CGAAGG 3

Comprobacion de cepas que

HYG-CONF Beoaen e b e G S R R integren el casete de
resistencia a higromicina B

Comprobacion de cepas gue
KAN-COMP B A T L A L T e integren el casete de
resistencia a Kanamicina

Confirmacian de cepas

PCK2-COMP B —GGC GGG TTT CAT TGA ATG TA 3 . -
delecionadas en pok?

Confirmacian de cepas

PMP1-COMP ' —CCC AGA ACC ARA GACTAG ¥ : +
delecionadas en pmpf

Confirmacian de cepas

POM1-COMP 5 —-GCATGG TTG ACA CGT TGT AC 3 delecionadas en pomi®

Confirmacion de cepas

PYP1-CONF 5 -CTCTIGATC ACG ACCACT 3 delecionadas en pyo?”

Confirmacian de cepas

SPM1-CONF ' —CTC TAC CAC AGA TAT ACT CGTTCA T & delecionadas en prk®

Confirmacian de cepas

STY1-CONF TR R R s e eV s, : i
delecionadas en sty

Comprobacion de cepas

URACONF-F B _TACAGT GCC AGG CGA GGG TAT 3 delecionadas con el
marcador ura4

Tabla MM.B.- Oligonucledtidos empleados para la comprobacidn de genotipos.

13.2.- Obtencién y manipulacién de muestras de ARN

13.2.a) Aislamiento del ARN total de S. pombe

El ARM total de las diferentes cepas de 5. pombe se aislo segun el método descrito por
Moreno ef gl (1991) con ligeras modificaciones. Para ello, las distintas estirpes celulares se
cultivaron en medio YES hasta DO 4= 0,6 Se tomaron alicuotas de 100 ml por centrifugacion
(2 minutos a 3000 rp.m.w4"°C) de los cultivos sin tratar (y tratados con el agente estresante, en
s5U caso, a los tiempos indicados) Se resuspendio el precipitado en 1 ml de tampdn HE
(HEPES S0 mt pH 7.9, EDTA S mi pH 8,0 v MalZl 100 mM) v se afadieron bolas de vidro
para lisar las células en un agitador vortex durante 4 minutos, con intervalos altemativos de 1
minuto de agitacidn v de incubacidon en hielo. Tras la rotura, se pasd el sobrenadante a un tubo
estéril con 1,5 ml de tampdn HEPES (HEPES 200 mi pH 7.9, EDTA 10 mbd, NaCl 200 mh,
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S05 2%) v 100 po/ml de profeinass K. Seguidamente, se incubd esta mezcla a 37°C v iras una
hora se afadid 1 ml de fenolcloroformosiscamilico (25:24:1). Fosteriommente, se afadid a la
fase acuosa resultante 0,1 volimenes de acetato sodico 30 pH 5.5 v 2.5 volimenses de etanol
absoluto frio (-20°C) Por Oltimo, se lavd el precipitado final con etancl al 70%, se dejd secar v
se resuspendid en 0,125 ml de agua bidestilada estéril. Estas preparaciones se almacenaron a
-75°C,

13.2.b) Valoracién de |la concentracién de ARN total

Al igual que en el caso del ADM total, las soluciones de ARM se cuantificaron
empleando un equipe Manodrop 100 (Thernmo Scieatie), calculando automaticamente |a
concentracidn segln la siguiente relacién: una unidad de absorbancia a 260 nm es equivalente
a 40 pg/ml de ARMN. Se utilizd la relacidon de absorbancia 280/280 para estimar el grado de

pureza de la preparacidn (2,0 en el caso de ARMN puro).

13.2.c) Analisis de |a expresién génica mediante Nerthern bloiting

i) Desnaturalizacion de ARN

Se llevd a cabo mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de agarosa-
formaldehido, cuya composicion fue la siguiente (para 1520 ml): 1.8 g de agarosa, 133 ml de
agua bidestilada esténl, 7.5 ml de 20x MOPS (MOPS 04 M pH 7.0, acetato sodico 160 mhd v
EDTA 20 mi pH 801y 9 ml de formaldehido al 37 % (v,

A cada 20 ug de ARMN se afadieron 20 pl de formamida desionizada, 7,14 pl de
formaldehido (27%), 2 ul de 20x MOPS, 043 pl de BPE v 1 ul de una solucion de bromuro de
etidio (10 mg/ml). Esta mezcla se incubd a 85°C durante 5 minutos. Una vez enfriada, se cargo
en el qgel de electroforesis vy se desamolld durante 2 horas a 85 woltios con recirculacion del

tampon de electroforesis {1 MOFS)
i) Transferencia dei ARN a filtros

Antes de la transferencia, se lavd el gel durante 10 minutos en 10X S5C (a partir de una
solucidn stock 2030 NaCl 3 M, citrato sédico 0,3 M) para eliminar el formaldehido sobrante.
Tras fotografiar el gel, el ARN se transfind por capilaridad a un filtro de Nylon (A ybhond-x1
Amersham Bioscences) mediante tampdn 10X 55C. Una vez terminado el proceso se fijd el

ARM retenido en la membrana por radiacion ultravioleta
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i) Marcaje radiactivo de fas sondas ulilizadas e hibridacidén

Las sondas de ADMN marcadas radiactivamente se utilizaron exclusivamente en

expenmentos de hibridacian de ARN. Se amplificaron por FCR usando los oligonucledtidos

indicados en la Tabla MM 2. El ADMN punrficado se marcd radiactivaments incorporando en la

mezcla de reaccién dCTP marcado con “*P en la posicion o (radiactividad especifica =3000

Zimmol). Tanto para la reaccidn de marcaje como para la punficacion de la sonda marcada se

emplearon kits comerciales (Amarsham Ready-To-Go DNA Labeling Beads (CTF) e

NOMBRE SECUENCIA FINALIDAD
ATF1-55 9 - CTAGTA CCCTAAATT GA 3
1.7 Kph del gen st "
ATF1-53 o -ATGTCC CCG TCT CCC GT 3
CDR15A O -GGG ACGTCTATTTIGATT GCC &
1,5 Kph del gen car?”
CDR1-3A B ATG GTE AAG CGA CAT AAL AAT 3
CDR2-5A 2 -GGACGGE ATTGTC GTT GAC GA 3
1.2 Kph del gen coar2”
CDR2-3A 0 -AGCAGCATC CAACGE GC 3
CTTH EpE R B R R LR R :
1.8 Kpb del gen offf
CTT-3 Bl RO A
GPX5 ] R B R R A [ e
04 Knbdel gen goxi”
GPX-3 9 - ACACTCTCG ATA TCG &
LEU1-A e E TR R p R R R s e .
1.0 Kphdel gen feulf
LEU1-B B Ah b il RS B e B
PYP15 [ R R R e B R R
1 Kph delgen pyoi”
PYP1-3 0 - CCG GEAAATGAACTT GAG &
PYP25 b s e e by e ;
2.1 Epbdel gen pyvpz
PYP2-3 0 - AAGGGE TIG GAAGCCTGE 3
TPX15 8- ATGAGTTTG CAA ATC GGT 3
0.6 Kphdel gen foxi’
TPX1-3 0 - CTA AGT GCT TGE AAA AGT ACT 3
TRR-& 0 —GTGE ACT CAC AAC AAG T
0.8 Kph del gen 7"
TRR-3 2 -—TAATCG GTATCTTCZ 3
WEE1-H O —TCTCTC CAT TTG CAT CGGE GZ &
0.8 Kpb del gen wee?’
WEE1-3 0 - AGGAGE AGG ATC GAACCT CA &

Tabla MM.3.- Oligonucledtidos utilizados en la obtencién de sondas para los estudics de

expresidn génica.
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dlustra™  MicroSpin G50 Columns  GE  Healthcars, respectivamente),  siguiendo  las

recomendaciones del fabricante.

V) Hibridacién
Los filtros con el ARM fijado se incubaron con 10 ml de solucion de hibridacién
(Amersham Rapid-hybh Buffer, GE Healthcare) durante 1 hora a 65°C . A continuacidn, los filtros
se hibridaron a 65°C durante 3 horas en la misma solucion de hibridacion a la gue se anadio la
sonda marcada radiactivamente v previamente desnaturalizada por calor. Al cabo de ese
tiempo, los filtros se sometieron a los siguientes lavados: dos veces durante 10 minutos en 2X
S5C, 01% 505, v dos veces durante 20 minutos en 0.1 X 55C, 0.1% 505 a 65°C

13.2.d) Autorradiografia y analisis densitométrico

Las sefales presentes en los filtros procedentes de las hibridaciones tipo Northem se
detectaron mediante exposicion a -75°C sobre peliculas Amersham Hyperfim MFP (GE
Healthcare) en casetes de automadiografia con pantallas amplificadoras (Duwpont Conex L-
pus) Altemativamente, se expusieron las membranas en un equipo de deteccidn automatizado
(Farsonal Molkowlar imager FX Bio-Rad) del servicio de Analisis de Imagen de la Universidad
de Murcia (SAIl), procediendose a su correspondiente analisis densitomético con el software
asociado (Quantity one 4.4, Bio-Rad).

14.- TECNICAS DE MANIPULACION DE PROTEINAS

14.1.- Obtencidon de los extractos celulares y preparacion de las muestras de

proteina

Una vez realizados los tratamientos indicados, las células (20 ml de cultivo) se
recogieron por centrifugacidn (4000 rp.m) a 4°C se lavaron una vez en tampdn 15X PBS frio, v
la masa celular obtenida se congeld inmediatamente en nitrdgeno liguido para  su
procesamiento posterior. Los extractos celulares se obtuvieron, a menos que se indigue o
contrario, en condiciones nativas. Fara ello se resuspendieron las celulas en 1 ml del tampdn
de lisis: glicerol 10%, Trs-HCI 50 mM pH 7.5, MaCl 150 mh, NP-40 0, 1% junto con inhibidores
especificos de proteasas vy fosfatasas). La rotura celular se llewd a cabo por disrupcidn
mecanica afadiendo 750 mg de bolas de vidrio (0.4 mm, Sigma) v empleando el sistema Fast-

Frep FP120 (B 107, Vista, CA). Posterormente se clarificaron los lisados mediante
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centrifugacion durante 15 minutos a 13000 rp.m. A continuacian, la concentracidn de proteina
se determind coloriméticamente utilizando el método de Bradford (1976), midiendo la Aggs en
un espectrofotdmetro Uitrospsee 2700 FPro [(Amersham Biosciences). Una vez normalizada la
concentracion de los extractos celulares de 5 pomrbe se tomaron cantidades equivalentes de
los mismos v se les afladid 20 pl de tampdn de carga para geles poliacilamida-50D5 [Sambrook
etal, 1998)

Para la obtencion de extractos en condiciones desnaturalizantes, las células se
procesaron de manera similar empleando el tampdn de lisis G (cloruro de guanidinio § M,
MaHPOy 0,1 M, Tris-HCZI 50 mid pH 8,0}, procediendo posteriormente a la purificacidn de la

proteina mediante cromatografia de afinidad como se describe en el siguiente apartado.

14.2.- Purificacion de proteinas fusionadas a HA6H

Enaquellos expenmentos donde se emplean cepas con la proteina de interés fusionada
al epitopo HA seguido de B histidinas consecutivas (HASH), la fusidn se purificd como se
describe a continuacidon. Se incubaron cantidades equivalentes de extractos clarificados
(obtenidos tanto en condiciones nativas como desnaturalizantes), con 20 pl de matriz de it
MTA-agarosa (Wiagen) en una plataforma giratoria durante 2 horas a 4°C. Transcurmdo dicho
tiempo, la matriz se lavd 3 veces con tampdn de lisis (glicerol 10%, Tris-HCI 50 mhk pH 7.5,
MaCl 150 mhd, NP-40 0 1% junto con inhibidores especificos de proteasas vy fosfatasas), o Tris-
HCl 20 mk pH 80 en el caso de condiciones desnaturalizantes. Finalmente, la mathiz se
resuspendid en 20 yl de tampodn de carga para geles de poliacrilamida-505 (Sambrook af af,
1998).

14.3.- Ensayos de inmunoprecipitacion

Los experimentos de inmunoprecipitacion de proteinas fusionadas al epitopo HA se
realizaron incubando los extractos con 10 ng/pl del anticuerpo monoclonal anti-HA [12CAS,
Roche) en una plataforma giratoria durante 2 horas a 4°C. A continuacion se afadieron S0 pl
de proteina A-agarosa (Roche), v las muestras se incubaron durante al menos 3 horas en
agitacion a 4°C. Después de este tiempo, las matrices se lavaron dos veces durante 20 minutos
con el tampdn de lisis (Tris-HC! 50 mi, pH 7.5, NaCl 150 mh, NP-40 1%, desoxicolato sédico
0.5% & inhibidores de proteasas), dos veces mas con tampdn de alta salinidad (Tris-HCI 50
mht, pH 7.5, MNaCl 200 mM, WNP-40 0,1%, desoxicolato sodico 0,05% e inhibidores de
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proteasas) v finalmente una vez con tampdn de baja salinidad (Tris-HCI 20 mi, pH 7.5, NP-40
0,1%, desoxicolato sddico 005% e inhibidores de proteasas) Después de eliminar el
sobrenadante, las muestras se resuspendieron en tampdn de carga para geles de
poliacrilamida-S0D5 (Sambrook ef &, 1998).

14.4.- Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida-SD$S (SDS-PAGE)

La separacion de las proteinas presentes en las diferentes muestras en funcién de su
tamario se realizd mediante la electroforesis de proteinas en geles verticales de poliacrilamida-
SD5 en condiciones desnaturalizantes segun Laemmli {(1970). Se prepararon los geles de
poliacrlamieda a pardir de una solucidn stock de achlamida/bisacrilamida (30% v 0.8%
respectivamente; Frofogel, National Diagnoshics). Se emplearon geles de una concentracion
del 8 al 12% para el gel de resolucidn, v del 5% para el concentrador. Se utilizaron dos equipos
sequn el numero de muestras a analizar: el sistema Mini Frotean Il para geles de 1,5 mm de

grosor; y el sistema Protean |1 Xi, ambos proporcionados por Sio-Rad.

Las muestras, con el tampdn de carga afiadido, se incubaron a 100°C durante 10
minutos antes de cargarlos geles. Las electroforesis se realizaron a voltaje constante que vario
sequn el sistema utilizado entre 125 % (Mini Protean) y 180 V (Protean I Xi). Como marcador
de peso molecular se empled el suministrado Sigma (Frestained Molscular VWeight Marker) que
proporciona un rango de resolucion entre 26 v 180 kDa. Una vez finalizada la electroforesis, las
proteinas se transfirieron a un soporte solido de nitrocelulosa para ser detectadas con

anticlerpos especiicos mediante la técnica de YWesferm (Towbin ef g/, 1979, Burnette, 1981).

14.5.- Deteccion de proteinas mediante anticuerpos especificos (Westem
biotting)

14.5.a) Transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa

Las proteinas separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida-5DS  se
transfiieron a membranas de nitrocelulosa (Amersham Hybond-ECL, GE Healfthcare)
empleando un equipo Sem-Dry Electrobiotting Uit (Sigma), vitiras de papel de filtro VWhatman
amhd Chr empapadas en tampones de anodo (Tris-HCI 0,3 &y metanol 10% pH 10.4) v catodo

(Tris-HCI 25 mM, acido aminocaproico 40 mh yw metanol 20% pH 943 La transferencia se
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realizd a temperatura ambiente v aplicando una intensidad de comente constante de 225 mA

durante 50 minutos.

14.5.b) Inmunodeteccién de proteinas fijadas a membranas de nitrocelulosa

Se utilizaron distintos tampones, concentraciones v anticuerpos secundarios (Tabla
MMt 10), dependiendo del anticuerpo primano empleado para la deteccion de la proteina de
interes. Una vez finalizada la transferencia las membranas se sumergieron en una solucion de
blogueo durante 1 hora. Transcurrido ese tiempo, la solucidn de blogueo se elimind mediante 3
lavados de 10 minutos con el tampon indicado, v las membranas se incubaron (minimo 2 horas
a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C segun experimenta) en presencia del anticuerpo
primario a la concentracion indicada. Tras eliminar el exceso de anticuerpo con 3 lavados de 10
minutos, las membranas se incubaron durante 80 minutos con el comespondiente anticuerpo
secundario. El exceso de anticuerpo secundario se elimind mediante 3 lavados con el tampon

adecuado.

Anticuerpo Primario
[Organ smo, T po)

Salucion de

Candiciones de

Anticuerpo Secundario

[Crgan zmo, T po}

Condiciones de

Casa cometal bloqueo uan Cazs comenal HaD
Antifosfo-p44/42 THET 0 1% 11000 Anti-lgG conejo-HRP 1.1000 en THST
[Conejn, Po cona) + |eche en THET 0 1% y [Cabia, Fo cona) 0 1%+ leche
Cel Sginaing desnatada 5% BS54 5% £ Heaslfficate deznatada 2%
[Raton, Monoc ona ) + leche ' [Cabra, Po cona) i
S i en PEST D 05% o en PBST O 05%
Anticdec2 PBST 0 D5% { 1000 Anti-lgG conejo-HRP | 2000
[Conejo, Fo ¢ ona + leche : [Caba, Po cona) ;

{Linafafe desnatada 5% L & Heaslfficate e o
f;"::"";:“ ye (EEJ 0} PEST DOS% + 11000 (D4 pgiml] A“[“;:"FDG ;“"’"“?RP | 2000

B leche 5% en PBST 0 05% s en PBST O 05%
Roche Sigma
[Raton, Monoc ona ) + leche ' [Cabra, Po cona) ;
o L en PBST O 05% Siatena en PEST D 05%
Antifosfo-p38 PEST O 01% + 1.1000 Anti-lgG conejo-HRP 1.2000 en PBST
[Conejo, Monoc ona leche 1% en PEST 0 01% y [Cabra, Po cona) 0 01% + leche
Cell S gnating B3E& 1% 5E Healfivare desnatada 1%
Antifosfo-Tyr [pY¥33) THET 0 D&% 1.1000 Anti-lgG ratan HRP 1.2000
[Raton, Monoe ona +|eche en TEHST D 05% y [Cabig, Po conal en THST D D5 +
Sanfa Crr B ipfecs desnatada 1% BEA 1% Sigima leche 1%
Anti-edc2 fosfo-Tyr15 TEST b 1% + 1.1000 Anti-lgG conejo-HRP 1.1500 en THST
[Congjo, Po ¢ ona ) lche £ en TEHST O 1%y [Cabra, Po conal 0 1% + leche
Chemices (nfernafivnal BSA 1% GC Heslhrare deznatada 1%
Anti RPL? FPBST 0 D5% Anti-lgG conejo-HRP
[Conejn, Po cona) + leche . DDDDDESH%PEIST [Cabra, Po cona) pé.gz'?'n[)u 0556
Abeam desnatada 5% 5E Heafheare -

Tabla MM.10.- Anticuerpos y condiciones de uso empleadas en este trabajo.
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Fara el revelado se utilizd el sistema Amwrsham ECL Western Blofting Defection (GE
Healthcars) gque pemmite la deteccion de la actividad peroxidasa asociada al anticuerpo
secundario mediante quimicluminiscencia. Las proteinas reconocidas por los anticuemos se
detectaron exponiendo las membranas sobre peliculas Hypedfil ECL (GE Healthcars) durante

tiempos vanables (1 a 20 minutos) en casetes de autorradiografia.
14.5.¢) Analisis densitométrico

La cuantificacidn de la sefial obtenida tras la inmunodeteccion se realizd mediante el
programa Alnha View (v.3.0.3.0; Aloha fnnofech Corporafion). Los valores de intensidad de
cada punto se normalizan sustravendo el fondo. Se calculd el valor de la induccion relativa
como relacion o cociente entre los niveles cuantiicados de proteina a los tiempos indicados
frente a los niveles medidos a tiempo 0 en el control [células sin tratar) o cepa silvestre. Los
valores obtenidos fueron normalizados con respecto a los valores correspondientes a la

proteina total icontrol de carga).

15.- ANALISIS BIOINFORMATICO

Las secuencias de genes v proteinas se obtuvieron de la base de datos de 5 pomibs

(The Wellcome Trust Sanger Institute) disponible en la siguiente direccion web:

httoAold genedb argffgenedb/pombe/

iZon el fin de obtener los mapas de restriccion de secuencias de ADN se recurrid a la

aplicacion Webhowtfer 2.0 disponible en:

bt Awivew firstmarket. comfcutter/ocut? html

Para el alineamiento de secuencias de ADN v proteinas, asi como la blsgueda
de genes homdlogos se empled la aplicacidn del provecto de 5 pombes del Sanger Institufe o
altemativamente en la pagina web del Nationa! Canter for Biotechnolgy informafion presentes

en las siguientes direcciones:

httpffold genedb orgffigens db/pombel/blast jsp

http Ablast.nehinlm.nin.gow/

El analisis de los dominios estructurales presentes en las proteinas o predecibles a

partir de su secuencia se realizd a través de las siguientes bases de datos:
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httoAfpfam. sanger.ac. Uk

http/fsupfam.cs.bris. ac.uk/SUPERFAMILY Andex html

La busqueda bibliografica se realizd en la base de datos disponible en la siguiente

direccion wel:

bt AAeivee ncbinlm nib gow/pubmed’
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RESULTADOS






Capitulo I:

Cpc2 modula la actividad de las rutas de MAP

quinasas v la respuesta a estrés en S. pombe






1.- LOS NIVELES DE Cpc2 NO VARIAN EN RESPUESTA A CAMBIOS
EN LAS CONDICIONES AMBIENTALES

La expresion de ASCT, el ortdlogo a RACKT en 5. cerevizias, se encuentra influenciada
de manera importante por las condiciones nutricionales del medio. Asi, se ha descrto gue la
expresion del ARMN mensajero de ASCT se reduce a la mitad cuando en lugar de glucosa se
emplea una fuente de carbono no fermentable como el etanol (Kleinschmidt st af, 2008).
Asimismo, estudios realizados en Drosophida v Xenoous han evidenciado gue la expresion de
REACKT varia a lo largo del desarrollo embrionano v sequn el tejido analizado (kadmas &f af,
2007 Vani ef g/, 1997, lwon ef &, 2001). Con estos antecedentes, v como paso previo para
el inicio de nuestro estudio, decidimos analizar los niveles de expresion de Cpc? en cultivos de

5. pombe sometidos a distintas condiciones de crecimiento vy estimulos ambientales.

A B

cpe2-GFP
Fuente de Fuente de
Carbono Nitrégeno cpee-GFP
- N o Q'l;'a Glugosa 2 Glicarol Glicarol & Glucasa
i = S & YES YEG YEG YES
@o‘:"_‘:-; B\\;_P%@ \?@*ﬁ'\’ {@é&‘i G-Q'_.\" @.@P (YES) (YEG) (YEG) (VEE) )
oL & & & & a 20 &0 Q 20 &0 ~ min
JP——— S —. - GED W% GFF
e i | €dlc2 ——— e o | C02
UR: 1 i i T uR: 1 1 1 T T
C cpc-GFP Figura Rl.1.- La expreslén de Cpe? neo se
LY i .. ve  afectada par  las candlelanes
O F-Ny = Prolina = Glutamico mutrlelenales del medle nl en respussts a

"@Z\ 20 a0 20 a0 20 G0 min estrés. La cepa ANOTD [cpod+5FP) =¢ cutvo
en medos con d tntas Fuentes de carbono o
o [r— e — ntrogeno haska face exponenc a, ¥ 58 Someto
MM " o—" | ere a d = nfos estieses. Se fomaron muesias a
dekntog Eempog y, una weZz procecadas, a
Cde2  fuzon Cpe-GFP 3 detecth por
nmunodetece bn emp eando un ankcderpo ank-
GFP. Como contio de carga se of Zhooun
antcderpo ant-Cde2. [A) Expies on de Cpr2-
GFP en medo rco cong ucosa [(WES) o g cem

cpe2-GFP [MEG) medo minmo con MH4C  [EMM2),

prona [EMMP) o gutamato [EMMG) [B)

KCl H.0, 40°C Exprezoin de Cpc2-GFP frente a un estiés

o 20 ili] 20 el 20 an min nutr ¢ ona por camb o en afuente de carbono.

(Ch Expres on de Cpe2-GFP Ffrente a un eskrés
nutr ¢ ona porcamb o en afuente de ntibgeno.
(B} Expreson de Cpe2-GFP en cond cones de
eotres osmot co (KT 0,6 M), ox datvo [HaOp 1

e --g mM), 0 chogue term co )
: w A Cric2 M [40°Cy

R 1 . 1 1 1 1 1
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iZomo muestra la Figura E11., los niveles de Cpc2, expresados como una wersion
gendmica fusionada en su extremo C-terminal al epitopo GFP {cepa AMOTO), no vararon
significativamente independientemente de la fuente de carbono (glucosa, glicerol) o de
nitrégeno (amonio, glutamato, prolina) wilizadas en el medio de cultive (Figura RI1A).
Solamente se observd una ligera disminucidn en el contenido de Cpc2 cuando las células se
cultivaron en medio minimo (EMMZ, EMMP, EMMG), en comparaciéon con el medio rico (YES,
YEG]). Los niveles de Cpc2 no wariaron durante el crecimiento vegetalivo en respuesta a
cambios en la fuente de carbono (Figura RI1E), o de nitrdgeno (Figura RI1C) Tampoco
encontramos diferencias relevantes en los niveles de Cpc? cuando los cultivos se sometieron a
un tratamientos de estrés hiperosmdatico (KCI), oxidativo (perdxido de hidrdgeno), o chogque
térmico (40°C) (Figura REI1L10). La localizacion citoplasmatica de Cpc? tampoco wvand en
ninguna de las condiciones anteriores ni durante el ciclo celular (datos no mostrados). Estos
resultados sugieren que, a diferencia de 5. carevisias, la expresion de Cpc2 en 5. pombe No se

ve afectada porlas condiciones nutricionales del medio de cultivo o en respuesta a estrés.

2.- INTERACCION DE Cpc2 CON LA RUTA DE MAP QUINASAS DE
INTEGRIDAD CELULAR

Estudios recientes han demostrado gue RACK1, el ortdlogo de Cpc? en células de
mamiferos, se asocia con la MAP guinasa Juk actuando como una proteina de andamiaje
("scaffoid”) para facilitar su asociacion con la proteina quinasa C (FKC) (Lopez-Bergami ef af,
2005). En Schizosacchammyoes pombe, Cpe? también se asocia a Fok?, uno de los dos
ortdlogos de la PKC presentes en la levadura (Won ef gf, 2001) Segun estos autores, Cpc?
regula de alguna manera la actividad de Pck?2, puesto que la letalidad que provoca la sobre-
expresion de pok2' se comige en parte al sobre-expresar simultaneamente coc2' (Won ef af,
2001). Por otra parte, Pck? es uno de los componentes de la ruta de MARPK de integridad
celular que requla procesos tales como la morfogénesis, la organizacion de la pared celular, la
citoguinesis v la homeostasis idnica (Ma ef a/, 2008, Barba =f af, 2008). El elemento central de
dicha ruta es la MAP quinasa Pmk1, gue se activa especificaments durante la separacion
celular v en respuesta a multiples formas de estrés (Madnd st af, 2008, 2007, ver

Introduccion).

Dado el elevado grado de conservacion estructural v funcional que presenta

RACK1/Cpe2 en los organismos eucariotas, decidimos abordar el estudio de la posible
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interaccidn existente entre Cpc? v la ruta de MAPK de integridad celular empleando la levadura

con fision como modeala,

21.- Cpc2 regula la forma, el tamafio celular y la septacion de manera

independiente de la actividad de Pmk1

Los mutantes defectivos en distintos componentes de la ruta de MAPK de integridad

celular poseen wvanos defectos morfologicos. Asi, las

ligeramente alargadas y multiseptadas (Toda &f af,
18996, Zaitsevskaya-Carter y Cooper, 18997), mientras
que las células carentes de pck2® son ligeramente mas
cortas respecto al control (Figura RI1.2). Como se
comentd en la introduccidn, el mutante Acpe? presenta
células con un tamano en divisién mas alargado gue en
gl control. Al combinar la delecidon de coc2* con la de
pok2t o pmkTt observamos un aumento significativo del
tamano celular en divisién respecto al de las cepas
parentales (11,6 £ 045 um en las células Apck? frente
a 16,5 £ 08Y pm en el mutante Apck? Acoc?, 14,9 +
075 um en el mutante ApmkT frente a 21,6 £ 1,09 pm
en el mutante doble ApmkT Acoc?) (Figura R1.2).

For otra parte, el fenctipo de multiseptacion
caracteristico de las células carentes de pmki™ se
agravo al eliminar simultaneamente cpc2t (12% de
células multiseptadas en el mutante ApmkT Acpe?
frente al 3% v 1% en los mutantes ApmkT v Acoc?,

respectivamente) (Figura R1.3).

Estos resultados sugieren que Cpc? participa en
la regulacion de la forma, el tamafio celular v la
septacion mediante mecanismos altemativos a los que
regula la MAP quinasa Pmk1.

celulas del mutante Apmki son

Cantrol

14,1+0,68 16,5+ 0,73

Apck2 Apek2Acpos

11,6+ 0.45 16,5+0,87

Apmk1 Apmk1 Acpe2

14,0 +0,75 21,6+ 1,00

Figura RI.2.- Metfelogla eelular ¥ tamafe eh
dlvlslén. Las  ceuas M 200 [conto), AWA0D
[Acpe?y GBI [Apck®) ANISD [Apck? Acped),
TPI19-13¢c [ApmkT) v ANTED [Apmkd Avpr?) ze
cutvaron en medo EMM2 v fueron tefidas con
banco de cacofdor para su observacon en e
meroscop o de Fuorescenc a. E tamaio se expreza
en ym = Error estandar.
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2.2.- Cpc2 participa en el mantenimiento de la integridad
de la pared celular independiente de la actividad de
Pmk1

Una forma habitual de valorar la integridad de la pared
celular de S5 pombe consiste en la determinacién de su
sensibilidad frente al tratamiento con enzimas liticos coma la -
glucanasa. Asi, los mutantes que poseen una pared alterada,
como es el caso de los mutantes ApmkT o Apck? presentan una
gran sensibilidad frente a la accion de este enzima (Toda ef af,
1996; Kobori ef &/, 1884) 5in embargo, mientras que los
mutantes carentes de coc?® no fueron especialmente sensibles a

SU accion en comparacidén con las células control, la sensibilidad

de los mutantes dobles ApmkT Acoc? v Apck? Acpc? fue claramente superior a la de los

mutantes sencillos Apmkd, Apck? o Acpc? (Figura R1.4). Ello sugiere que Cpc2 juega un papel

relevante en el contral de la organizacion de la pared celular en 5 pombe.

Una estrategia altemativa a la anterior consistid en estudiar la sensibilidad celular al

crecimiento en presencia de caspofungina. La caspofungina es un antimicdtico lipopeptidico

perteneciente al grupo de las equinocandinas. Su mecanismo de accion se basa en la

inhibicion de la actividad 1,3—F-glucanosintasa, responsable de la sintesis del beta-glucano,

que &5 un componente esencial de las paredes fungicas. La presencia de caspofungina en el

medio de cultivo produce una disminucién en la sintesis de glucano, generando paredes

celulares  debiltadas =
incompletas, lo que provoca
inestabilidad osmatica, lisis
y la muerte celular. Porello,
los mutantes de 5. pombe
que presentan defectos de
organizacion vy estructura
en la pared celular son
especialmente sensibles al
crecimiento  en  presendcia
de bajas concentraciones
de este compuesto. Asi, el

mutante Acoc? mostrd una
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Figura Rl4.- Sensibllldad a B-glueanasa. Lac cepas M 200 [prkf HABH, conto ), AH10D
[AcpeE), TPI19-13c [domkdy, GBI [Apck?), ANIS0 [Apck? Acpel) v ANTED [Apmikd AcprZ) e
cubvaron en med o YES hawa una 0.05,= 0,5 v fueron sometdas a un tratam ento con f-
g ucanasa [Jymenase 20T 100 pafm ja 30°C. La == ce oar fue determnada por @ descenso
en a absorbanca a O Ogae med da a d sbntos tempos de neubac bn. Los resubados que se
nd can zon a med a de ties exper mentos ndepend entes.




cierta sensibilidad al crecimiento en medio rico (YES) suplementado con 1 pg/ml de este

compuesto (Figura RE1.52). Sin embargo, la hipersensibilidad frente a la caspofungina de |os

mutantes Apck? o Apmkd aumentd drasticamente en un fondo genetico carente de coc?

(mutantes dobles Apck? Acoe? v Apnk T Acoc? ),

+

En conjunto, estos datos apoyvan la idea de que Cpc? participa en el mantenimiento de

la integridad de |la pared celular de 5. pombe de forma alternativa o aditiva a la ruta regulada

por Pmkl.

YES + Caspofunglna (pg/ml}

Contral
Apchk?2

Apmhd

Aeped
Apch2icpo?

Apmkidepcd

Eigura RS- Viabllldad eelular en presensla de easpofungina. Las cepas M 200 [pabd -HA6H,
contro ), GBI [ApekZ), TPI1R13c [ApmiT), AH100 [AcgeZ), ANTED [ARck? Acpes) v ANTED [Apakd
Aree?) fueron cubvadas en med o YES hastafase exponenc a. A contnuacon, Se nocd aron aicuotas
conten endo 10% 10, 10° 0 10" ceuas en p acas de medoYES con 0, 0,7 0 1 pofm de caspofung na.
Las p acasfueron forograf adas tras J dias de ncubacon a 2B9C.

2.3.- Cpc2 regula el estado basal de fosforilacion de Pmk1

Comao hemos mencionado anterdormente, en
celulas humanas la presencia de RACK es necesaria
para gue PKC fosforile a la MAP quinasa JNK, lo que
provoca un incremento en su actividad biclogica
(Lopez-Bergami &f &, 2005). Fuesto gue Cpc?
interacciona /i vive con PcokZ (Won et af, 2001)
decidimos realizar un estudio comparativo del nivel
basal de activacion de la MAP guinasa Pmk1 en
células creciendo vegetativamente de la cepa control
v oen los mutantes Acnoe? Apck? v Apck? Acoc?
Todas estas  estipes  presentan una  version
genomica de omk 1™ en su locus original fusionado en

su extremo CHerminal a dos unidades del epitopo de

UR: 1 13 0z 0z

Eigura R|.&.- Estade basal de fosforllasién de
Pmk1. Las cepas M 200 [eaiT-HAEH, conmtro ), ANTOD
[pmbd HABH  Acpc?), GBI [emkd-HABH Apckd) v
ANASD [pmbd -HAEH Apek? AcpeZ) fueron cu tvadas en
medo YES hasta fase exponenca y Pmk1-HAGH ze
purfFedt por cromatografia de afndad en cond c ones
natvas. Laforma actvada o a proteina tofa =e detecth
por nmunodetece on usando antcuerpos  ant fosfo-
pddfd2 o ant-HA, respect vamente,

hemaglutinina v 6 histidinas consecutivas (HABH). Ello permite purnficar la proteina de fusidn
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Fmk1-HAGH a partir de extractos totales mediante cromatografia de afinidad empleando una
matnz de niquel (ver Materiales v Metodos). Una vez purficada, resuelta mediante SDS-FAGE,
y transfenda a membrana, el estado de fosforilacidn de Pmk1 se detectd tras la incubacion con
un anticuempo paliclonal anti-pd 442, que detecta la fosforlacidon dual de la MAP guinasa en los
residuos conservados de treonina-186 (Thr'®) v tirosina-188 (Tywr'®8) (Madrid of a/, 2006). La
incubacion posteror con un anticuerpo monoclonal anti-HA permite detectar los niveles totales

de Pmk1 en cada muestra {control de carga).

Asi, los resultados mostrados en la Figura E16 indican gue las células carentes de
coc2 presentan un incremento moderado pero reproducible en el grado de fosforilacion basal
de Pmk1 respecto al control. Previamente, nuestro laboratorio habia descrito que la delecion de
pok 2t reduce drasticamente la fosforilacién basal de la MAP quinasa Pmk1 (Barba efaf, 2008).
Sin embargo, el nivel basal de fosforlacion de Pmk1 fue mavor en el doble mutante Apck?2
Acpe? que en el mutante sencillo Apck? (Figura RIB), lo gue sugiere que Cpc2p regula de
manera negativa el estado basal de fosforilacion de Pmk1 actuando por debajo de Pck? en la

ruta de integridad celular.

2.4.- Cpc2 controla negativamente la homeostasis celular del cloruro

En 5 pombe, la calcineurina v FPmk1 desempefian papeles antagdénicos en la
homeostasis del cloruro, de forma gue la hiperactivacion de Pmk1 provoca una gran
sensibilidad frente a este anidn (Sugiura ef gf, 1998). Por el contrano, un descenso de la
actividad de Pmk1, como sucede en los mutantes Aock? o Apmk?, provoca una mayor

resistencia al crecimiento en presencia de concentraciones elevadas de dicho anidon. Dado gue

la fosforlacidn basal
YES + MgCl, 0,2M

YES YES + MgCl, 0,2M + FK506 de  Pmk1l en el

Eantici ; 3 e mutante Acpc? esta

Anckz aumentada con
ApmkT i |

dopa2 respecto a la cepa

Apek2Aepe? : . & control, decidimos

Apmkiacpe? 8 o BoEL T B i estudiar la

Figura RLT.- Ensayes de sensibllidad a elorure v fenetipe Swe". Las cepas M 200 [contio ), GB3
[Apckz), TPI19-13c [Apambkdy, ANT00 [AcpeZ), AN1E0 [Apck? Acke?) v ANTED [ApekT AcpeZ) Fueron
cutvadas en medo YES hasta fase exponenca v a contnuacon S depostaron d ucones que
contenian 1|ZI", 1[!3, 10° v 10" ceu az en p acas de YES v YES zup ementado con Mgl ; 0,2 M 0 My,
02u con FES06 1 pygfm . Las magenesfueron tomadastras neabar darante 3 diaza 2B°C.

sansibilidad al cloruro

en  dicho  mutante.

Contrariamente a o

esperado, la falta de coc2® no aumentd la sensibilidad celular frente al cloruro al emplear placas

de medio YES suplementado con distintas concentraciones de MgCla (Figura RILT ).
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Resultados Capitulo !

Analizamos al mismo tiempo la supervivencia de los mutantes anterores en presencia
de FKS06 (ciclosporna) v MgCl, (fenotipo "WIC" "Viable en presencia del Inmunodepresor
FRE06 e iones Cloruro) Bl FRS08ficlosporinga es  un inmunodepresor gque  inhibe
especificamente la actividad de la calcineurina. Su adicion al medio de cultivo junto con MgCl,

permite identificar mutantes defectivos en la ruta de integridad celular, puesto que solamente

los mutantes con una actividad baja o nula de Pmk1

son capaces de crecer en este medio (cepas WIC- A
positivo). Muestro estudio mostrd que el fenotipo WIC- -.,é\ A QN Q@gqo
negativo de los mutantes Acoc? revierte al delecionar df‘ 'é,"! ‘?Q@ ,S;f
conjuntamente  pek2® o pmkT™ [(Figura RI7). Este

resultado sugiere que CpcZp actia como un regulador o Mpﬂm
negative de la  homeostasis  del  cloruro RS
independientemente de la actividad de Pmk1 wodela | ur: 1 1,4 18
calcineurina. Figura RIB. Estado basal de fosforllacisn de

Pmki. Las cepas W 200 [omkd HA6H, contro ), AH100
[Brkf HABH Acee?), M 212 [prkd-HABH Apopd) v
Fara confirmar el resultado aparentements ANATD [k +HABH Apripd Acpe2) Fueron cutvadas en
. . . + . medo WES hatta faze exponenca y PmET-HABH ze
contradictono de que la delecidon de cpo?” confiere purfe por ciomatografia de afn dag en cond c ones
. . natvas. Laforma actvada o a proteina tofa se detecto
mayor resistencia al cloruro a pesar de presentar Un | por amunodeteccon usando ant cuepos an fosfo-

pddid2 o ank-HA, respect vamente,

incremento de  la  actividad basal de  Pmk1,

estudiamos la sensibilidad al cloruro en otros fondos genéticos. La fosfatasa dual Pmp1 actda
como regulador negativo de la actividad de Pmk1 desfosforlando a la MAP guinasa (Sugiura f
af, 1998) En consecuencia, la delecion del gen correspondiente {pmof™) incrementa la
fosforlacion basal de Pmk1 v provoca una clara hipersensiblidad frente al MgCl,. De acuerdo
con la hipdtesis anterior, v como muestra la Figura RI.8, el mutante doble Apmo? Acoc?
incrementd la actividad basal de Pmik1 respecto a los mutantes sencillos Apmnl v Acoc?. Far

otra parte, las células AgpmoT mostraron menor sensibilidad al crecimiento en presencia de

YES + MgCl, (mM)
75

Contrel
Acped
Appbt

AppbiAcped

Apmpt

ApmptAcpe?

el

Eigura R1.9 - Ensayes de sensiblliidad a elorure. Las cepas M 200 [contio §, ANT00 [Acpe2), PP42 [ApnbT), AHDT0 [Aondd
Aveed), M 212 [Apmed), v ANITD [Apmed Acpe?) Fueron cutvadas en med o YES hasta faze exponenca y a contnuac bn @
depostamn d uc ones que contenian 10%, 103, 10° v 10' ce uas en p acas de YES v WES sup ementado con Mal s 75, 150 300
mM. Las magenes fueron tomadastias ncubar durante 3 diasa 2B°C.
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MaCl, que cuando se deleciond conjuntamente el gen coc2® (Figura R1.3).

Ademas, el mutante AnnbT, carente de la subunidad catalitica de la calcineurna
(Yoshida ef af, 19947 v que presenta una sensibilidad apreciable a bajas concentraciones de
MgCla, recuperd parcialmente la tolerancia a dicho compuesto tras delecionar conjuntamente

cpe?t (mutante doble AppbT Acpc?; Figura R1.9).

En conjunto, todos estos datos apuntan a que Cpc? actla en S pombe como Un

regulador negativo en la homeostasis del clorure de manera altemativa a Pmkip.

2.5.- Cpc2 esta implicada en la regulacion de la fosforilacion de Pmk1 en

respuesta a estrés

El nivel de fosforilacion de Pmk1 incrementa de forma rapida v transitona cuando las
células de 5 pombe se someten a un estrés osmotico salino inducido tras el tratamiento con
KCl (Madnd =f gf, 2006). Habiendo demostrado que los mutantes Acpoo? presentan un
incremento en la fosforlacion basal de Pmk1, decidimos estudiar la cinética de activacion de la
MAF quinasa en respuesta a estrés (Figura R1.10). Las cepas MIZ200 (pmkT-HAGH, control) v
AN00 (pmkT-HA6H Acpe?) se cultivaron en medio YES hasta fase exponencial v se trataron

con KCl hasta una
A pmki-HAGH concentracion final de 06 M.
Control Adepe2 Se tomaron alicuotas de los

i¥ 13 30 z1 120 0 13 i a0 120 min

cUltivos a diferentes intervalos
| C————— - e /4492 -
de tiempo vy se procesaron

e e . L para detectar Pmk1 en su

KCl

UR.: 1 28 22 17 14 13 i 3n 31 13

forma fosforilada vy total

Control Acpe? mediante experimentos  tipo

& 15 an 40 & 15 G 9% min We.'_:ffefﬁ COmO puede

"o T e M““m.‘ paddl42 observarse  en  la  Figura
22

S ——— — — — *-'| HA ElI104A, comparado con las

U.R.: 1 1,8 1,2 i1 1,6 22 1.4 24

células control, el grado de

Eigura RL10.- Cpe? regula negativaments |a fosferllaslén de Pmk1 en estrés, [A) Las fosforilacion de Pmk1 en un
cepas M 200 [préf HABH, contro ) v ANA0D [k -HA 8H Acpe2)fueron cutvadas en med o
YES hatta fase exponenc a yrhiatadas con wC 06 M. A ostempos nd cados se recoy eron mutante ﬂxlff:-'::Iljzl se  mantuvo
aicuptas de 0% cubtwos y Pmk1-HAEH =e purfcb por cromatografia de afndad en

cond ¢ ones natwvas. La forma actvada o a proteina tota e detecto por nmunodekecc on elevado a tlemDOS mas
uzando antcueipos ant-fosfo-pddid? o ant-HA, respectvamente. [B) Las msmas estipes ,
cutvadas en med o YES hasha Fase exponenca e trataron con H,0h 1 mM v g6 proced o largos. Ademas, esta

como e descrbe en [A)L

fosforilacion  mantenida se
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observo en respuesta a otros tipos de estrés, como el oxidativo, inducido por perdxido de

hidraogeno (H.O,) (Figura RI10B) o tras la inhibicion de la sintesis de pared celular por

caspofunginag [datos no mostrados).

Fara confirmar  que el

mantenimiento de la activacion de
Fmk1 es debido a

Cpc?, realizamos un expenmento de

la ausencia de

sobre-expresion. Para ello,
transformamos la cepa AN100 (pmkT-
HABH  Acpc?) con el

PREP3X¥-cpcZ™ que expresa CpceZ bajo

plasmido
el control de una version fuerte del
promotor del gen mmif* reqgulado por
la presencia de tiamina en el medio. El
transformante se cultivd en medio
EmMAZ con (+B1) v sin (-B1) tiamina
durante 16 horas. Tras este tiempo se
trataron ambos cultivos con KCI 06 M
Y 5e procesaron como  se  indicd

anteriormente. Los resultados

pmk1-HASH Acpe? + pREP-cpe?2
+B1 -B1

Q 14 G0 120 Q 19 G0 120 min

s D - B i 1400

KCl

Figura RLA1 .- La expresién de cpe? revierte los efectos sobre el estado
de fasferilacién de Pkl y el tamafe eclular de les mutantes Acpel La
cepa ANA0D [penkd HABH Acpe?) transformada con e pasm do pREP-cpc2, que
expieza Cpe? bap e contro de promokor de qefd fue cutvada en med o
EMM2 durante 16 horas en prezenca [+B1) o ausenca [-B1) de tamna y
tratadas con KC 06 M. A ostempos ndcados =e recogern aicuotas de os
cutvos v Pmkl-HAGH fue puifcado por cromatografia de afndad. La forma
actvada v tota de Pmkip fue detectada por nmunodeteccon usando
antcderpos ank focfo-pddfd2 o ant-HA, respectvamente. La moifoogia ce dai
fue ana zada cone mciogcopo de Ffuorescecatiastefir az ce uaszcon banco
de ca cof dor.

obtenidos (Figura R1.11), muestran gue, en ausencia de tiamina {sobre-expresién de cpe2’), se

reduce el grado de fosforlacion de Pmkl1 tanto en células vegetativas como en respuesta a

estrés. También se observa una reduccion en el tamaro celular en division, lo que confirma la

funcionalidad de la construccion.

pmk1-HAGH

Para la deteccidn

de la forma fosforilada de

Cantrol

Acpez Pk en los

] 15 30 113 120 0

15 30 &0

120 min

KCl

expenmentos antenores

empleamos un

anticuerpo gue reconoce

emp eando un ant cuerpo ant-HA,

UR. a 38 2B a8 04 [X-]

Figura Bl 1Z.- Fosterllaclén de Pmk1 empleands un antleuerpo antl-fosfo£iresina. Las cepas
M 200 [pekd -HABH, contio ) y AN00 [emkd -HABH Acgec?) Ffueron cutvadas en medo 'YES hasta
faze exponenca v tratadas con EC 06 M. A oz tempos nd cados e recog eron aicuotas de o=
cubvosy Pmk1-HAGH =e puifco por cromatografia de afndad en cond © ones desnatura zankes.
Pmk1 fue detectado por nmunodetece on con ant-fosfotros na, capaz de reconocer a Forma
Fosfor ada de res duo de Tyi'® de a MAP qu nasa. La proteina tota [contro de carga) se detedn

38 38 28 1 la fosforlacidn dual de la

(pa4442).

Deacidimos a

MAF  guinasa

continuacion analizar el
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estado de fosforilacion de Pmk1 en cultives sometidos a estrés osmdtico saling Ltilizando un
anticlerpo anti-fosfotirosinag (pTyr), capaz de detectar el residuo fosforlado de la tirosina-188
(T},xrm) presente en la MAF guinasa. Los resultados mostrados en la Figura E1.12 confirmaron
los obtenidos anteriormente; el mutante Acpc? presenta un incremento en los niveles de
fosforilacidn basal v en respuesta a estrés de Pmk1, 1o que confirma el papel de Cpc2 como un

regulador negativo del estado de fosforilacidn de la MAF quinasa de integridad celular,

3.- REGULACION DE LA RUTA SAPK POR Cpc2

Los resultados obtenidos hasta el momento sugerian la existencia de una relacidn
funcional entre Cpc? v la ruta de MAP quinasas de Pmk1. Previamente, nuestro grupo habia
descrito la existenda de interconexion (crosstalk) entre las rutas SAFPK v de integridad celular
mediada por proteinas fosfatasas (Madnd =f &g/, 2007, ver Introduccion). Por otra parte, un
trabajo reciente ha descrito gue Pmk1 puede fosforilar en determinadas condiciones a Abf1
(Takada ef g/, 2007), que es el factor de transcripcion clave implicado en la activacion de la
expresion de midltiples genes de respuesta a estrés v cuya actividad es regulada por la MAPK
Sty (Wilkinson ef g/, 1996), principal efector de la ruta S4PK. Con estos antecedentes nos

planteamos estudiar la posible conexion de Cpc? con la ruta de respuesta a estrés v Sty 1.

3.1.- Los mutantes carentes de cpc2’ presentan una fosforilacién defectiva de

Sty1 en respuesta a estrés

iZomo se ha comentado, los mutantes Acoc? presentan unos niveles alterados en el
estado de fosforilacion de Pmk1, tanto en cultivos vegetativos como en respuesta a estrés.

Decimaos analizar a continuacion los niveles de fosfonlacidn de la MAP guinasa Sty .

Fara ello empleamos la cepa JM1521, que expresa una version gendmica de sfy it
fusionada en el extremo CHerminal al epitopo de hemaglutinina v seis histidinas consecuUtivas
(HAEH), permitiendo su purificacidon por cromatografia de afinidad (ver Materiales v Metodos).
Sobre este fondo genético delecionamos el gen coc2®, obteniendo asi la estirpe ANZ00 (shyi-
HAGH Acpe2). Para la deteccion del estado de fosforilacion de Styl empleamos un anticuernpo
monoclonal anti-fosfo-p38, que es capaz de reconocer la fosforilacion dual en Thr'™ y Tywr'™ de
dicha MAP quinasa Sty1. Como se observa en la Figura RI.134, v a diferencia de |o observado

en el estudio de la activaddn de Pmk1, la cinética de fosforilacion dual de Sty enrespuesta a
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estrés osmaotico por KCI no mostrd diferencias significativas en el mutante Acoc? con respecto

a la cepa control. Sinembargo, cuando empleamos un anticuerpo anfi-fosfo-tirosinag (pTwr) que

detecta especificamente la fosforilacidn de Sty en Tyrm, observamos que, al igual que en &l
A caso  de  Pmk1, los
iy 1-HAGH mutantes Acpc?

Contrel Aepe2

maostraron un incremento

b 13 30 G0 120 a 135 30 LiLl] 120 min

tanto en el nivel basal de

M s o R o i iy cpi e fosfonlacion de la MAP
o i e T G . . S—. - | A guinasa como durante la

B LLR.: 1 58 41 38 38 04 38 4.0 i 3T respuesta al eStréS
Cantrol Aspe2 osmatico salino. En este

O 15 30 60 120 0 15 3 G0 120 min caso se puede observar

el b o i B am——— - PO comparado con el
|~ e A control, la fosforilacién

LR a 1.8 1,9 1,2 1.6 4 2E 2,0 1.8 ta an tII’OSIf‘Ia de Sty1 1)

Figura RII3.- Fostarllaelén de Styl en respuests a estrés. Lac cepas JM1521 [sfvd -HAEH mantiene durante

contio by AN 200 [afy? -HA Arge?) fueron cutvadas en med 0 WES hasta fase exponenca ytratadas
con KOO0 M. A oS tempos nd cados Se recod eron airuotas de 0% cutvog v Styl-HABH e periodos de tiempo mas
purfeo por cromatografia de af ndad. (A} Las muestras se procesarmon en cond c ones natvas. La

fosfor ac on de Styl fue detectada usando ant-fosfo-pJB (p3g, que reconoce a fosfor acon dua )y |arg05 durante =]
a proteina tota [contro de carga) con ant-HA. [B} Las muestraz ze procesaron en cond cones
degnatura zankes, La fosfor acon de Skl fue detectada uzando un antcoepo ant fosfo-trozna tratamiento (Figura
[pTyr, que reconoce a fosfor acon de res doo de Tw'™) w a proceina tota [conkn de cama) con

ant -HA. RI13B)  En  conjunto,

estos resultados sugieren que Cpc? es un regulador negativo del grado de fosforlacidan en

tirosina de las MAF guinasas Sty vy Pmk1

3.2.- Cpc2 regula positivamente los niveles de las fosfatasas de tirosina Pyp1 y

Pyp2

El nivel de activacion de las rutas de MAPK a nivel basal v en respuesta a estrés se
encuentra regulado negativamente por medio de fostafatas especificas que desfosforlan a
dichas quinasas para mantener un nivel adecuado de activacidn vy evitar asi gue la ruta
permanezca activada constitutivamente {ver Introduccion). Como ya se ha mencionado, la rnuta
de integndad celular v la ruta SAPK intemrelacionan entre si por medio de fosfatasas (Madnd ef
al, 2007), de manera gue |la actividad de Sty1 v su efector el factor de transcrpcion Af1 son
necesanas para una correcta desactivacion de Pmk?1 en respuesta a estrés. De hecho, las
fosfatasas de tirosina Fypl v Pyp2, asi como la fosfatasa de treonina Ptcl, cuya induccion

transcripcional depende de Styl1-Atf1 (Deqgols &f af, 19896, Shiozaki and Russell, 1996,
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Wilkingon af &, 1998 paricipan en la desfosforilacion de la MAFK Pmk1 en respuesta a
estrés hiperosmdatico (Madrid &f g/, 2007). Recientemente se ha propuesto que la fosfatasa
Ftca también podria estar implicada en esta respuesta (Takada f g/, 2007) mientras que |a
fosfatasa de especificidad dual Pmp1 solamente desfosforila @ Pmk1 durante el crecimiento

vegetativo v la separacion celular (Madnd et af, 2007

Los resultados obtenidos hasta el momento sugerian que el incremento observado en el
estado de fosforlacion de Styl v Pmk1 tanto en células vegetativas como en respuesta a
estrés osmotico podia deberse a un déficit en los niveles proteicos de alguna de las fosfatasas

mencionadas.

El mutante wis7®® gxpresa una version activa constitutivamente de dicha MAPKK gue
provoca gue Styl se encuentre permanentemente activada, 1o gue trae consigo un incremento
en los niveles de las fosfatasas Pypl1, Pyp2 v Picl (Madrid efaf., 2007). Como consecuencia, la
desfosforilacion de Pmk1 en respuesta a estrés osmotico es mas rapida que en la cepa control
(Madnd =f af, 2007, Figura RI.14) Si Cpc2 regula positivamente los niveles de estas
fosfatasas, la delecidn del gen correspondiente en un fondo genético wisi™ deberia recUperar
en parte la cinética de activacion "normal” de Pmk1, detectandose unos niveles de fosforilacion
mas elevados que en el mutante sencillo wisT®C Los resultados gue se muestran en la Figura
FEl14 indican gue esta prediccion es comecta, ya gue el nivel de activacidn de Pmik1 en

7o Acpe? fue claramente superior al del mutante sencillo

resplesta a estrés del mutante wis
wis1™™. Sin embargo, no alcanzé el grado de activacion del mutante wis?® Aaff7 (Figura
FEl114), 1o gue sugiere gue los niveles de fosfatasas no se encuentran tan afectados como en

ausencia del factor de transcripcidn A1 (ver mas adelante).

wis 100 Contral wis1P0 Acpc? wis 700 Aatf1

o 15 a0 60 120 o 15 a0 Gy 120 o 15 <]i] G 20 O 18 il g0 120 min

e — e e __\.W_—- .——« pi4ia2

i
o |le

KCI
e e —— s

UR: 0 28 2E 1F 13 0 32 28 1 1 i 38 35 28 1& & 47 4 13 28

Figura R1.14.- La deleclén de cped” enunfonde gendtios wist ™ recupera la actlvacién normal de Pmkd respecto al mutante senelllo
wis™® Laz cepas M 200 [prkfHABH contro), M TO8 [pmbd -HABH m's".fm:l, AMEND [perkd HABH wiz? 00 Acpe2) v M 713 [pmbd HABH
wist OO Agfff) =e cubvaron en med o Y ES hawa fage exponenca v fueron tratadas con KT 06 M. & ostempos ndcados =e recog eron
aicuotas de 0% cubvos y Pmk1-HAGH Fue purf cado por cromatografia de af ndad. La Foima act vada de Pkl se detectd con ank fosfo-pdd/d?
v aprobeina tota con ant-HA.
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En  una segunda

A Control Acpe2 . . .
aproximacion,  realizamos
Q 30 &0 120 4] 30 a0 120 min ) _
: un estudio comparativo de
| i e ainime M oo i . e | PYRT-13mYE .
KCl | ® J los niveles de las fosfatasas
-“mm*unq Cdez Fypl, Pyp2, Ptcl, Ptcd v
R 1 11 1 1 07 D7 0 0,7 Fmpl (expresadas como
VErsiones genamicas
B Control Aepe2 s q distint
1] 30 80 120 o 30 &0 120 min Slonanas 2 ISUNLOS
epitopos) en cultivos
e L S W Pypzaomye slos do |
exponenciales de la cepa
s Wﬂﬁ Cdc2 control v del mutante Acoc?Z
UR: o %8 25 16 D1 4b OB sometidos & un  estrés
C 0 10 11} 30 o 10 a0 30 min osmotico salino. La Figura
‘ e B o5y R1194 muestra que en las
o .
40°C | = | células carentes de choe2®,
Cded .
| ! los niveles de la fosfatasa
UR.: o a8 28 a2 L} L} 1 16

de tirosina Pyp1l  fueron

Figura RL15.- Miveles de las fesfatasas Pypl y Pyp?. (A) Las cepas M 701 [pynd < Snwr, menores que en el control
contio ) w ANSO0 [eyed -f 3oy Acpe?) 56 cubvaion en medo WES hasta fase exponenca, e
trataron con KC 06 M v a os tempos: ndcados =e recod eron aicuotas de o% cdtvos. Las durante | crecimiento
proteinas fus onadas a epitopo erwe fueron detectadas por nmunodetece on con un an cuerpo
ant-c-rmyc, Para e contro de caiga Se emp eo dn antcuerpo ant-Cdel (B) v [C) Las cepas vegetativo Y a Is] Iargo del
M T02 [y 3ewe, cONCIo )y AN40D [pwpd T Emye Acke?) e cubvamn en med o YES hacta
fase exponenca y se trataron con KC 0,6 M [B) o chogue térm co a40°C en [C). A contnuac on tratamiento salino.
ce proced b como ge desci be en [4)

En el caso de Pyp? (cuya presencia en células vegetativas es casi indetectable al
inducirse su sintesis de forma especifica por estrés; Degols af &/, 1998, en respuesta a estrés
osmatico se observd de nuevo una reduccion clara en sUs niveles en el mutante Acpc? en
comparacion con las células control (Figura R112E). Ademas, el defecto enla sintesis de Pyp?2
asociado a la falta de Cpc? no es exclusivo del estrés osmdtico salino, va que también se
observo en otros tratamientos, como el chogue térmico (Figura R1L19C) o el estrés oxidativo
(ver Apartado 3.2).

Far el contrario, no encontramos diferencias significativas en los niveles de las
fosfatasas Ficl v Ptc3, ni en la fosfatasa de especificidad dual Pmp1 tanto en las células
control como en el mutante Acoc? creciendo vegetativamente o en respuesta a estrés (Figura
RI16).
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Ln aspecto relevants

de este estudio  fue Ia
constatacion  de  que gl
aumento del nivel basal de
fosforilacién  de  Pmk1  en
celulas creciendo
vegetativamente del mutante

sencillo Apyn? no incremento
tras la delecidn conjunta de
coc2® (Figura RI11TY, lo gue
indica que la hiperactivacion
hasal de Fmk1 en el mutante
Acoc? es conseclencia de un
defecto en los niveles de la

fosfatasa de tirosina Pyp 1.

En conjunto, nuestros
resultados indican que en 5.

pambe CpcZ regula de forma

Control Acpe?

0 30 G0 120 0 30 G0 120 min

Pte1-13myc

Rl R B )

UR: 4 08 a8 1 14 1 1 12

——— ——— A — G ) W 3. 3myc
KCl

e g ———— e e Lo
UR: 1 i1 11 1,2 11 1.1 11 1.2

e b S v P Wi e PMDT-GFP

e| CAC?

UR: 1 1.3 14 16 1.2 1.5 13 17

Figura Rl 16.- MNiveles de las fesfatasas Pte1, Pte3 v Pmpi1. Laz cepas M 703 [ofed -
T3y, conbio )y AHTOD [ofed 4 3rpe Acee?), AHDA0 [pfed-rye, conto )y ARD3T [pfed-
T3mye Avgpe?), M 305 [powy-GFP, contio ) v AND2D [preey-GFP Aepe?) =6 cubvaron en
med o WES nastafase exponenca y Se trataron con WC 06 M. A ostempos nd cados se
fecoy eron aicdotas de 0% cubwos v as proteinas fus onadas a epitopo v 0 GFP fueron
detectadas por nmunoderecs on con antcderpos ant-c-myc o ant-GFP, respect vamente,
Parae contro de carga se emp eo un ant cuerpo ank -Cde2,

positiva los niveles de las fosfatasas de tirosina Pypl v Pyp2. En estas condiciones, la falta de

los niveles adecuados de Pypl v Pyp2 seria responsable de la hiperactivacion de Pmk1 en

Figura RLAT.- Bl grade de fosforllaclén
basal de Pmk1 en las eé&lulas Apypt Acped
&% simllar al del mutante sencllle Apypt.

Las cepas M 200 [pokd-HABH, contio),
ANIOD [ermkT HABH Acped), M 213 [penkd -
HABH Apwed) v ANDIZ [omkTHABH Aprpd
Avge?) fueion cutvadas en med o TES hasta
fase exponenca v Pmk1-HABH =e purf cb por
ciomatografia de afndad en cond cones
natwvas. La forma actwvada o a pioteina toka

e detecto  por amunodeteccon  usando
antcuerpos  ant-fosfo-pddf42 o ant-HA,
respectvamente.

o8

celulas wvegetativas v en respuesta &  estres,
respectivamente.
3.3.- Cpc? regqula los niveles del factor de

transcripcion Atf

En 5 pombe la induccidn en respuesta a estrés de
la expresion de los genes ovol™ y pyo2® estd regulada por
Sty por medio de Atf1 (Degols ef af, 1996, Shiczak and
1996,  Wilkinson 1996).

consideramos la posibilidad de que el descenso en los

Russell, ef afl, Por  tanto,
niveles de Pyp1 v Pyp2 en el mutante Acpc? pudiera ser a
5U wezZ consecuencia de un defecto en la disponibilidad de

dicho factor transcripcional. Para resolver esta cuestion



astimamos los

niveles de proteina A
Contrel Acpe2

15 Sl} &6l 9!] 12I} min

o e M“ AtH-HAGH

il T W“' T

Atf1 tras someter

cultivos de la cepa
control (JM1821) vy KCI

un mutante Acooc?

"""hm

B o p——————————— RS o4 [

I{CeDEl .A.N?)DD) que WR.: 1 04 15 13 14 14 04 D04 07 11 03 1.2
presenta el gen B
affi* fusionado en Control lepe?
CHX: 0 1 2 3 0 1 2 3 h
su extremo  C- e
: ' : ; | Att-HAGH
terminal  a dos mﬂmm Wmmm
de hemaglutinina v UR: 1 0F 04 44 0§ @3 03 43
seig histidinas Bigura BL18.- Los niveles de protelna At estin regulades positivamente por Cpe?. (B) Las cepas
JM1B21 [afff -HAEH, contro ) v ANJIO00 [&fffHAEH Acee?) se cutvaron en med o YES hasta fase exponenca

(HA@H) 3 un v &e brataron con KC 0,6 M. & os Cempos ndcados Se tomaron aicuotas de os cd tvos y AF-HAGH fue

! purfeado por cromatogiafia de afndad v detectado por nmunodetecc on usando un antcuerpo ant-HA.
estrég asmdatico Como contio de carda Se ush un ant cuerpo ant-Cdc2. [BY Las memas cepas se creceron en medo YES

nasta una 0.0ggg = 0,5 v se trataron con cc ohex mda a una concentrac on Fna de 100 podfm . & ostempos
nd cadog e iecog eron aicuoktas de o2 memosy AF1-HAGH fue puifeado v detedtado como ze deccrbe
mas ai ba. Como contro de camga s& emp ed un ant cuerpo ant-tuby na.

salino por KCL

Zomo se  muestra
enla Figura R1.184, la delecion de coc2” produjo un descenso evidente en los niveles de Atf1,

tanto a nivel basal como en cultivos inducidos por estrés. La disminucion en los niveles de AL

podia ser debida a una
Control

a 15 30 ali}

menor estabilidad del

factor de transcrpcidn.
uR: 1 14 18 1 21 23 13 2 sin embargo, la vida
: = media de  Atfl no
| et pypE , | |
- mostra diferencias
UR: 1 E 1.4 14 1 6.1 0,5 03 nr
KCl significativas entre las

Mmm“mmm“m”’
. R T SR T células control vy el

Contral Acpa2 mutante  delecionado
o =0 al 1] 30 a0 min 2+ F
en  ooc igura
pypt: ~ (Fig
Mmmmmmmw RI18B).

UR

Fuesto que AL

Figura RIL1%.- Les nlveles de ARNm de at#” pypt™ v pyp® ne estin afectades en ol mutante
acped Las cepas JM1B21 [afff HAGH, contro yy AN I00 [2fff HASH Acpe2) =6 cu bvaron en med o
WES a 2B'C hada fase exponenc a, =e trataron con K2 06 Wy a ostempos nd cados se tomaron
aicuotas a o memos. & conbnuac on ze extrae ¢ ARMW toka | e deznatura zooy =e tandio a ; [

membranas de nyon paia hbi daras con sondas de arﬁ",pypf*ypyp?* marcadaz con 2P [ze b Zd sU propla expresion &
iew?* como contio de cargaj.

regula  positivamente

nivel transcripcional
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Milkinson ef &/, 1996), el descenso de sus niveles proteicos en el mutante Acpc? podria ser
conseclencia de un déficit en la expresion a nivel transcripcional. Para comprobarlo,
analizamos los niveles de expresion del ARNm de afff " tanto en el control como en el mutante
Acpc? tras someter a los respectivos cultivos a un estrés por KCI mediante experimentos tipo
Northern. Los resultados expuestos en la Figura R1.19 muestran gue los niveles del ARNmM de
affi* en células vegetativas v en respuesta a estrés no se vieron afectados significativamente

por la ausencia de Cpc2.

A continuacién analizamos os niveles de expresidn de oyo?® v pyp2®. Aungue
previamente habiamos descrito que los niveles de Pypl v Pyp2 estan disminuidos en el
mutante Acoc?, la expresion de los respectivos ARMNmM fue similar a la de las células control
(Figura R1.197.

Estos resultados sugieren que Cpc? ejerce una regulacion positiva sobre la expresion
de A, Pypl v Pyp2 a nivel traduccional promoviendo la traduccion de sus correspondientes

ARMN mensajeros.

3.4.- El factor de inicio de la traduccion elF2a no esta implicado en la regulacion
de la expresion de Atf1 por Cpc2

En 5 pombes, la fosforlacion del factor de inicio de la traduccidon elF 2a en un residun de
serina en posicidn 52 (Ser51 en eucanotas superiores) es critica para la inhibicion global del
inicio de la traducion proteica que experimenta esta levadura en respuesta a multiples tipos de
estrés (Zhan et af, 2002). Para investigar la posible relacion entre Cpc2 v la fosforilacion del
elF2o en el control de la traduccion de Atf1 bajo condiciones de estrés, delecionamos coc2” en
una estirpe que expresa una version no fosforlable en Ser? de elF20 (elF2a{552A); Tvegard af
al, 2007 Como se muestra en la Figura RE1.20, la falta de fosforlacidon de elF2a en Ser? no
afectd de manera significativa a la traduccion de Atfl en respuesta a estrés osmotico u
oxidativo por HaO». Ademas, los niveles de Af1 en células vegetativas v en respluesta a estrés
se vieron comprometidos de manera similar tanto en células Acpc? como en el doble mutante
Acoc? efF2of 5524 ) (Figura R1.20). Estos datos sugieren que el papel de CpcZ como reguladaor
positivo de la traduccién de Atf1 es totalmente independiente de la funcion de elFZ2a como

regulador del inicio de la traduccidn.
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Control Acpe2 efF2af3524) elF2a(8524) Acpc2
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Figura B12Z0.- elF20 no estd Implleade en el eontrel de la expresién de AtM por Cpe?. Las cepas JM1B21 [afff-HABH, contio ), AN 300
[aff HAEBH Acpe?), AND4D [afFHABH elFZafSE24)) v AND4T [afffHAEH efF2ofS524) Acpe?) se creceron en medo TES hasta fase
exponenca v fueron trabadas con WC 06 M 0 H,O, 1 mM. A oS tempos nd cados e tomaron aicdotas de os cutwos y ATF1-HAGH fue
purf cado por cromatografia de af ndad v detectado por nmunodetece on emp eando un antcuerpo ant-HA. Para e contro de carga se emp e
un ant cuerpo ant -Cdc?,

4.- Cpc2 PARTICIPA EN LA RESPUESTA DE S. pombe FRENTE AL
ESTRES OXIDATIVO

4.1.- Sensibilidad a estrés del mutante nulo Acpc2

Los mutantes de 5 pomrbe carentes de la MAF guinasa Sty1 o del factor transcripcional
Atf1 son sensibles frente a diversos tipos de estrés (Millar sf af, 1995, Shiozaki and Russell,
1995 1998, Wilkinson et af, 1996). Decidimos a continuacion estudiar si la disminucion en los
niveles de ALf1 gue presentan los mutantes Acpc? afectaba a la wviabilidad celular en
condiciones de estrés. Para ello comparamos el crecimiento de células control, AshT, Aglfl v
Acne? en medio solido suplementado con compuestos como el WL {estrés osmatico saling),

sorbitol {estrés osmoatico no salino) v HaO» (estrés oxidativo ).

A diferencia de los mutantes Asfy? o Aglff, el mutante Acoc? no presentd inhibicidn del
crecimiento en presencia de KC| o sorbitol. Sin embargo, si se observaba una cierta
sensibilidad al crecimiento en presencia de H:D:, aungue mucho menos acusada que en |os
mutantes Asfy 0 AaffT (Figura B1.214).

Encontramos una respuesta muy similar al comparar la viabilidad de cultivos liguidos de
las mismas cepas tras ser sometidas a un tratamiento con HxOe 2 mi durante 30 minutos
(Figura R1.21B1.
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Figura BlL.21.- Ensayos de sensibliidad a estrés. (A)
Las cepas M 200 [contro), ANI0D [Acecd), TEAOT
[azfrd) v M 103 [A2fff) =ze cubvaron en medo TES
hasta fase exponenca y ¢ depostaron d ucones
zeradaz de ag memas conken endo 1IZI4, 1IZI“I 10° PRI
e das en med o sb do YES ¢ YES sup ementado con
KC 06M,sobto 1,2 0 H:C2 1,50 2 mM. Las pacas
fueron forograf adas tras 4 dias de ncubac on a 28°C.
[B} Encayo de vab dad en medo igudo. Las m smas
cepat te cubwvaron en medo YES hasta una O.0g=
0,5 v Fueron bratadas con HpS; 5 md antes de sembrar
en pacas de YES. La supervwenca ceuar g2 egftmo
como e porcentae de undades Formadoras de coonas
en reachon con 0% cukbwos no bratados. Los datos
mostiados =on & meda de Ees expermentos
ndepend emes.

4.2.- La actividad de Cpc2 es importante en la respuesta a estrés oxidativo

Dado que la sensibilidad gue muestra el mutante Acoc? frente al HaOp no es muy
pronunciada, tratamos de estudiar esta respuesta con mas detalle. Asi, analizamos la cinética
de activacidn de Styl v los niveles de Atf1 v Pyp2? en cultivos de células contral v del mutante
Acpo? en respuesta al estrés. Como muestra la Figura R1.22, en células carentes de cpo2el
grado de fosforilacion de Styl en Tyr'™ permanecid elevado tanto en condiciones basales
como en respuesta a H.Op 1 mM (Figura R1.224). Los niveles de AtF1 yw Pyp2 tambien fueron
menores en el mutante durante el tratamiento con HaCs (Figura R1.22EB v R1.22C). Estos datos

confirman que Cpce? es un regulador positivo global que también controla los niveles de ambas

proteinas durante el estrés oxidativo mediado porH.O,.
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Resultados Capitulo !

sty 1-HAEH

Cantrol Acpe2
1] 20 60 120 ] 20 60 120 min

UR.: ] 4z 23 0.8 (1] 4.0 26 18

Cantrol Acpe2
30 60 90

min

15

Atf1-HAGH

Cdc2

Control Aepe?

min

Pyp2-A3myc \.-"-Aj

g

Cdc2

Figura RI.22.- Andllsls de la ruta Sty AtM-Pyp? en respuests a HoOyo Laz cepac (A} JMA521 [sfyd HABH contio )y AN200 [=frd -HAEH
Arvpr?y, [BY JM 121 [af-HAGH, corkio ) v ANI00 [afff HABH Acpe?), v (O} M 702 [pep2-f 3nwe, contio by AHA00 [orp?-f Srwe Acpe?) fuemon
cutvadas en med o YWES hasta faze exponenc a y brakadas con HaOp 1 md. & ostempos nd cados e tomaion aicuokas de os cubvos, Shyl-
HABH v AF1-HAGH =e purfcaran por cromatografia de afn dad v se procesaron en cond ¢ ones desnatura zantes. [A) La Fosfor ac on de Sbyl
fue detectada usando un ant fosfo-Lrosna [pTyrd y & proteina toka [contro de carga) con ant-HA. [Bh AF1 fue detectado con un antcuerpo ank -
Ha  ant-Cdc2 como contro de carga. (C) Pyp2-myc fue nmunodetectado con un ant cUeipo ank-c-imyc v como contio de carga Se ut 20 un
antcuerpo ant-Cde2,

4.3.- La cinética de acumulacion nuclear de Pap1 en respuesta al perdxido de

hidrégeno esta alterada en el mutante Acpe2

iZon objeto de profundizar en el analisis de la sensibilidad al perdxido del mutante Acoc?
diseflamos una estrategia basada en el uso de Paplp como indicador del estado redox de la
célula. Pap1 es un importante factor de transcripcién implicado en la respuesta de 5. pombe
frente a estrés oxidativo a dosis moderadas o bajas de perdxido de hidrogeno (Vivancos &f af
2008) En células creciendo wegetativamente, Fapilp permanece en el cioplasma, sin

embargo, en respuesta al H,O», sufre una oxidacidon reversible de ciertos residuocs de cisteing

102



CONTROL

10 min

20 min

40 min

60 min

80 min

100 min

Figura Rl.23.- La acumulaclén nuelear de GFP-Pap! estd retrasada en las eélulas Aepe? Las cepas EHH14 [GFP-Papf, contio ) ¢ AM150
[GFP-Pap! Acge?) e cutvaron en medo EMM2 nasta una 0.0g.= 0,5 v e Crataron con H,O, 1 mM. A oc tempos ndcados Se tomaron
aicuptas de oS cUtwOSy e porcencae de acumu ac on nuc ear de GFP-Pap1 ce determnd por observac dna mcioscop o de fuorescens a,
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que promueve sU acumulacion nuclear v la consecuente activacion transcripcional de genes
esenciales para la respuesta defensiva al estrés oxidativo (Vivancos ef &/, 2006). En presencia
de concentraciones moderadas o altas concentraciones de H;O» (como ocurre por ejemplo
durante el ayuno de glucosa), el tiempo necesario para que tenga lugar la acumulacion nuclear
de Pap1 se retrasa hasta que la actividad transcripcional mediada por la ruta Sty 1-Atf1 reduce
el H.O, intracelular hasta unos niveles que permiten a Pap1 adquinr su conformacion oxidada.
Es decir, en presencia de perdxido de hidrogeno el tiempo necesario para observar la
acumulacion nuclear de Pap1 incrementa proporcionalmente con la dosis del agente oxidante.
Es entonces cuando Papl activa la expresion de genes detoxificantes especificos (Madrd ef
al, 2004 Vivancos ef af, 2006).

Teniendo en cuenta estos precedentes, analizamos |a cinética de localizacidn celular de
Faplp en la cepa EHH14 (control) v en el mutante ANOS0 (Acoc?) tras un tratamiento con
percxido de hidrogeno 1 mi. Ambas cepas expresan una version de Pap1 fusionada en su
extremo MN-terminal a GFF v cuya expresion se encuentra regulada por una version atenuada
(413 del promotor aerfd (Vivancos ef af, 2004) Como se ha descrito anteriormente [ Vivancos

et &, 2004) v se observa en la Figura RI1.23, la

acumulacion nuclear de Fap1 es maxima 40-50 minutos A

después del tratamiento, relocalizandose lentamente al Contral Aepe2
citoplasma a partir de ese momento. Sin embargo, la
ausencia de cpe?” produjo un claro retraso (una media de

20 minutos en tres experimentos independientes) en la

acumulacion nuclear de Pap1 en las mismas condiciones SmV_F,0, 70 min
(Figura RI1.23). Observamos un retraso muy  similar B

cuando  empleamos  concentraciones mas  altas  del
oxidantz (5 mh, Figura R1.244).

Es importante destacar gue el defecto observado

no se debe a diferencias en los niveles de Fap1, yva que

. e 4mh DEM, 45 min
estos son practicamente idénticos en el control v en el

mutante ﬂc{oc‘? (datog o mogtradog)_ Figura Rl.2Z4.- E| refrase en la acumulaclén
nuelear de GFPR-Papi en las sélulas Aepe? es

espeeffles de estrés por Hh. Las cepas

Ademas, se trata de un defecto especifico en g | EHH14 [GFP-Papl, contiog y ANTS0 [GFP-Pap
ArpeZ) ze cubvaron en medo EMM2 hasta una

Zioe | i : T 0.0 ga= 0,5 v e trataron conuna dos & de HaO;
respuesta al perdxido de hidrdgeno, va que la cinética de Sl () o DE (d-st s eatos 4 mMl (5. 5o
tomo una muestra de cada cutvo 70 (A} 045 [B)
mnucos despues de Eratam ento ¥ 5¢ oDEenD en
e meroscopo de Fuorescenca para determnar
e porcentae de acumu ac on nucear.

acumulacion nuclear de Fapl fue idéntica en ambas

cepas tras el tratamiento con DEM (Di-Efil-Maleato), un

pro-oxidante gue provoca una modificacion imeversible de
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Fap1 no relacionada con la producida por el H.O. (Figura R1.248). El retraso observado en el
tiempo de acumulacion de Pap1 en el mutante Acoc? en relacidn al control sugiere gue estos

mutantes no detoxifican correctamente los niveles intracelulares de perdxido de hidrégeno.

4.4.- Cpc2 modula la respuesta al estrés por H;0, a nivel transcripcional y

traduccional

El siguiente paso para estudiar el papel de Cpc2 en la respuesta al estrés oxidativo
consistic en realizar un analisis comparativo mediante expenmentos tipo Northern de la
expresion de los genes especificamente inducidos por Sty 1-Atf1 v Pap1 en cultivos de células

control v el mutante Acpc? tratados con H.O.

Como se observa en la Figura R1.25, la induccion transcripcional por H»O3 1 mhd de los
genes dependientes exclusivamente de Atf1, como afff*, oyoZ" o gox?” (que codifica una
glutation peroxidasa;, Yamada &f af, 1999) no se vio afectada de manera significativa por la
delecion de cpc2® Este resultado sugiere que la presencia de menores niveles de Atf1 en el
mutante Acoc? no compromete la respuesta transcripcional frente al estrés oxidativo mediada

por este factor transcripcional.

En comparacion con el control, el mutante Acpc? mostrd una pequena disminucion en
los niveles de activacion transcripcional de los genes s 7" (sulforredoxina; Quinn ef &/, 2002) y
cft?” (catalasa citoplasmatica; Degols and Russell, 1997), cuya expresion es dependiente tanto
de Af1 como Pap1 (Quinn ef g/, 2002} (Figura R1.25). Por el contrario, la cinética de induccién
de los genes dependientes dnicamente de Pap1, como fax ™ (tiorredoxina peroxidasa; Benko ef
af, 1998), v particulammente de frr* [tioredoxina reductasa) experimentd un retraso
significativo en un fondo genético Acoc?, coincidiendo con el retraso en la acumulacion nuclear
de Pap1 (Figura R1.23).

Sin embargo, los defectos minimos observados en la transcrpcion de los genes
dependientes de ALf1 no parecian justificar el retraso en la acumulacion nuclear de FPap1 en el
mutante Acpes en presencia de HaOs. Por ello, decidimos determinar los niveles celulares de |a
catalasa citoplasmatica (Ctt1), un enzima clave implicado en la detoxificacidn del estrés
oxidativo en las células eucariotas v cuya expresion es dependiente de Atf1 v Fap1. Para ello
construimos cepas que expresan versiones gendmicas de Ctt1 fusionadas a un epitopo de
ZFP. Como muestra la Figura R1.26, mientras en las células control tratadas con perdxido 1
mhl se detecta un incremento moderado pero reproducible en la sintesis de Ctt1 a lo largo del

tiempo, dicho incremento no se observa en ausencia de Cpe2. Portanto, parece gue Cpc? es
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un regulador positivo de los niveles intracelulares de la catalasa citoplasmatica en respuesta a

perdxido de hidrigeno.

H;0,

Control
0 20 40 80 120 ]
UR: 1 11 1 14 12 09
UR.: 1 a3
UR.: 1 1,8 23 27 3.0 L] 1.6 20 24

UR:

UR.

UR.:

UR:

Dapendientes de
At

W e
27

sl _

1 12 1.7 2,7 <N |

Dependientes de

. . Atfly Papi
weew e o
. 1 a1 27 iE iz o
e i L | oot o
.1 15 22 37 38 1 16 19 23 a7 Dependientes de
Fap1
e S wewo -
1 17 27 51 53 12 18 16 17 34 d
P - e e R S e

Figura RIL.25.- La expresién de les genes dependlentes de Papi en respuesta al By, estd retrasada en las edlulas acpe?. Las cepas
M 200 [contro y v ANT00 [AcgcZ) =e cubvamon en med o W ES hasta fase exponenca emprana v e biataon con Ha 3 1 mM . A oS tempos
nd cados e recog efon a icuokas de 05 cubvos. & contnuac on, Se extrao ¢ ARNEoCa v se camgaron 20 gy de cada muedtra en un ge con 1,5%
de agarosa con forma dehido. Los ARN desnatura zados se transfr eron a membranas de ny ony e hbr daron con sondas marcadas con ¥P de
™, pyp?™ qexd™, srad ™, offfT, foxd™, IrdT |y fewd que ze emp eo como contio de carga.

En definitiva, el conjunto de estos resultados sugiere que Cpc? gjerce en 5. pombe un

papel importante a nivel traduccional en la defensa celular frente a altas dosis de perdxido de

hidrogeno, favoreciendo la sintesis de enzimas como la catalasa citoplasmatica, cuya actividad

detoxificante es esencial

dependientes de Pap?.

para permitir la posterior expresion de genes detoxificantes
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Contrel Acpe2
0 20 40 80 120 0 20 40 80 120 min

e it S G R e s e Al e CTU1-GFP
H;0,

e —— CdcZ

UR.: 1 1.2 1.8 2 19 1 1 1 1 1

Figura RL2ZE&.- El Inerem ente an la sintesls de catalasa eltoplasmatica estd blogueads anlas eélulas
Acpe? en respuesta al HoQq Las cepas ANDGD [offf SRR, contro )y AHDET [offf PP Acpe2) 58 Cu Cvaion
en med o WES v =e trataron con H;Op 1 mM. & oz tempos nd cados se recog eron aicuotas de estos
cubvoe. Tras procesai oz extractos, =@ detectd C1-GFP por nmunodetecc bn con antcuerpos ank-GFP y
como conkio de carga se ot Zo un antcaerpo ank-Cde?.

5.- RELEVANCIA BIOLOGICA DE LA PRESENCIA DE Cpc2 EN EL
RIBOSOMA

Ln trabajo publicado recientemente ha demostrado gue ciertos aminoacidos presentes
en 4507, el ontologo de RACK T de Saccharomyces caravisias, 500 esenciales para su Unidn al
nbosoma [Coyle ef af, 2009 Los resultados presentados hasta ahora en el presente trabajo
destacan la importancia de Cpc2 como un elemento gue, de manera selectiva, regula la
expresion a nivel traduccional de proteinas moduladoras de la actividad de las nutas de MAP
quinasas Vv la respuesta a estrés. Por ello, decidimos centrar nuestro esfuerzo en estudiar la

significacion de la union de Cpc? al nbosoma sobre su actividad bioldgica.

5.1.- Los residuos de Arginina-36 y Lisina-38 son esenciales para la interaccion

de Cpc2 con el ribosoma

Los aminoacidos cargados positivaments Arg®® v Lys*? presentes en una de las hélices
beta de ASCT, son esenciales para de su unidn Jr vive a la subunidad 405 del ribosoma ( Covle
et &, 2009) Basandonos en el alto grado de identidad sexistente entre ASCT v CpcZ,
obtuvimos mediante mutagénesis dirigida una wversion de CpcZ en la gque los residuos
conservados Arg™ v Lys™ fueron sustituidos por acido aspartico v acido glutamico,
respectivamente [(Figura R1.27) Esta nueva version de Cpc2, denominada Cpc2(DE), se clond
junto con su promotor enddgeno en un plasmido integrativo como una fusién en su extremo C-
terminal a un epitopo de GFP (plasmido o/ -cpc2(DE)-GEFR, ver Materiales v Métodos).
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S pombe 3 EQLY LRAT LI GHSeWw T LA TAFEN Fa T s sa A DR s 52
B OLVLR T PEWTSL Thes® B4 8 SROGATT
S cerevisfae & BV RS TLEGE .-1-5‘_-’T‘§;1{‘f§hGQPNLZ dig 54
§. pombe —»-cpc2{DE)
5. cerevisiae — RIS DRKA0E
[Cuvle 2 al,
33 40 2003

Figura BL27 .- Poslelén de los aminsdeldos mutagenizades en la verslén Cpe?(DE)-GFP. & fondo, a secuenca de am noac dos de a
regin nca de Cpe? de 3 pombe a neada con a de 4501 [5 cerevisige). & frente, aregon donde =e rea Zaion as muokac ones amp ada y
destacando oz amnoac dos mod f cados. Los am noac dos se muestran con @ cod go de una o a etra.

Esta construccion v una version sivestre del gen (plasmido plcoc?-GFFP) se
introdujeron por separado en un fondo genético Acoc?, procediendo a continuacidn a analizar
la expresion v localizacion subcelular de ambas fusiones mediante microscopia de
fluorescencia. Como se puede ver en la Figura R1.28A, los niveles de expresion de la versidn
control (Cpc2-GFP) v mutante (Cpc2iDERGFR) de Cpc2 son muy similares. Ambas fusiones

localizaron en el citoplasma, de

manera similar a una cepa que A . _,3,5"
B q-
. L L
eXpresa una version genomica g;f. @;} Eigura RILEZE.- Lesallzaclén v nlveles de
. 9 expresién de las  wverslenes de Cpe?
de CDCQ_GFP desde su propio é}' ‘:;-. fuslenadas a GFP. [A} Hve es de expres on
o & de Cpe2-GFP v Cpc2[DE)-GFP. Las proteinas

locus  (cepa ANOYOY (Figura {f{’ g_,‘? de Fuson en  as cepas ANDTY  [Acpe?
RI.28B)y tal y como habia sido A

Mm fewd cpr?[OE)-GFF)  =¢  detectaron  por
. . . s CEP amunodeteccon & partr de extractos tota es
descrito en un trabajo anterior -

| con ank cuerpos ant-GFP. Como contio  de

camga se ut Zo un antcuerpo ant-Cded. (Bl
I:ShOI' af al | 2003) i_.._ 4| Cc2  Lora zacOn subceuar de a proeina en
ceuoas cutvadas en medo YES [fase

exponenca) de as cepas ANTD [cerZ-GFP,

. U.R: 1 1
=in embargo, la cono}, ANDT1 [Acoe? jewt cocl-5FP) v
o _ N B ANDT2 [Arpe? (eut tac?(DE)-GFP) emp eando
localizacion citoplasmatica de m croscopia de Fuorescent a.
la wversion mutante es mas Aepe? Acpe?

. ) cpe2-GFP cpc2-GFPdeu!  cpc2(DE-GFP.
difusa, ¥ en algunas células se T e i L el

observan acumulos proteicos
distnbuidos de forma aleatona
(Figura R1.28B.
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Ln analisis del perfil de polisomas mediante fraccionamiento en gradiente de sacarosa
(ver Materales v Metodos) permitio determinar la distibucidn subcelular de ambas versiones
de CpcZ. Tal como habia sido descrito previamente, la version control (CpcZ-GFRP) localizo
preferentemente en las fracciones comrespondientes a la subunidad 405, asi como en
maonaosmas (805) v polisomas (Figura R1.29). Por el contrario, la versién mutante Cpc2(DE »
GFP perdido completamente la capacidad para unirse al ribosoma i wvo, fraccionando en su
totalidad en la fraccion soluble no particulada (Figura R1.29). Estos resultados demuestran que,
de manera similar a lo que ocurre con ASC1, los residuos conservados con carga positiva Arg?®
v Lys® son esenciales para la interaccion de Cpc2 con la subunidad 405 del ribosoma en S.

pamhe.

Arriba Abaje

Polirribosomas

DQas4

{ R S e s it R —— e ——— b I e 1
cpc2-GFP | |

| % . == L7

GFP

epe2(DE)-GFP

Figura RL28.- Andllsls del fracelonamlente de pollsemas por ensayos tipe Western Las cepas ANDT1 [acor? cocf-GRP feuf)y ANOT2
[Arpe? corZ2{OE)FFP fewdh se cubvaion en med o YES hastaface exponenca temprana, &e trataron con ccohex mday ot exractosbota ec se
procesaron para un fracc onam ento de po somas seqdn su ve ocdad de sed mentac on en un grad ente de sacarosa a 7-47% [pfv). Para cada
fraccon ze mdo a absorbanca a 2%4 nm y ze edabeco e pef descrto, dentfeando as fracc ones soube [arrbay, 405, 605, BOS v
po i bosomas [abao). & icuotas de cada fracctn se procesaron por SO5-PAGE v = determnb e perf de e ucon de Cpe2-GFP v Cpe2[DE)-
GFP por enzayos tpo Wesferd uzando un antcuerpo ant-GFP para su detece bn. Un antcuerpo ant-L¥ 26 emp ed como contra aterno de a
frace on roosoma .
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5.2.- La presencia de Cpc2 en el ribosoma es necesaria para su funciéon como

regulador positivo de distintas proteinas reguladoras de la respuesta a estrés

e detecth
ank cuerpos

pmk{-HABH

nd cados  =e  recogeron

airuokas para
ana zar e ectado basa de fosfor actn (A} y

Una VEz que
A . Figura RI30.- La fesforilacisn de Pmk1 | comprobamos que la wversion
\@& estd Inerementada en las células que

> L expresan la versisn Cpe2(DE}GFP. Laz | de Cpc2(DE) no se une al

q"?" (;.' cepas ANDT [rnk? HABH Arpe? (el rpre- ) ) .
& F GFP, contio} y ANDT2 femid-HA acee? | ribosoma, disponiamos de una

-'.é" é"-' lewd cor2[DE)45FP) se cuCvaron en med o _ )

& g ES hastafase exponenca y a 05 Lempos hemamienta ideal para valorar

la relevancia de dicha

13

a respuesta a estres osmobco por KC 06 M
[Ed. Pmkl-HAGH
cromatografia de af ndad en condcones
natvasy a forma actvada v tota de Pmkl
nmunodetecc on  con

purfen poi

asociacion para la

bioldgica de Cpc2.

funcidn

ant-fosfo-pddf42 o

B rEEpEct vamente.

cpc2-GFP:leut

cpe?{DE)-GFP:feud

1] a0 i) 40 a 30

G0 40 min

KCI

B S — “‘“‘“W pa4I42

. HA

am-Ha,

En el caso de la ruta de
MAPK de integridad celular, la
fosforilacién basal de Pmkl se
wio incrementada ligeramente
en un fondo gue expresa la
version "no ribosomal” de Cpe?
en comparacion con el control
RL30A), o

confirma la importancia de la

(Figura que

localizacion nbosomal de Cpe? en la regulacion negativa de dicha MAP quinasa. Ademas, la

desfosfonlacidn de Pmk1 durante un
estrés osmotico salino (KCI 0.6 M) fue
mas lenta en la estime mutante en
comparacion al control (Figura E1.30B),
presentando unos niveles de activacion
durante  un mas

elevados tiempao

prolongado.

Muestro siguiente paso consistid
en estimar los niveles de expresion de
las fosfatasas de tirosina Pypl v Pyp?2
en respuesta a estrés. Los resultados
de la Figura REI1.31,

celulas que expresan la wversidn no

indican que las

ribosomal de Cpc? presentan menores

feuT.cpc2-GFP

feut-cpe2(DE)-GFP

0

0

60 0 30 60 min

e ‘ Pyp1-13myc

"m—-' e G 1_| Cde2
UR: 14 04 07 0T 0E
KCl
b i} | Pypz1amye
‘ -—-I Cdc2
UR: 0 1,3 24 a 1 17

Figura RL31.- Les niveles de Pyp1 ¥ Pyp? son menores en el mutante
Cpe?(DE) Las cepas ANDST [pwpd S Smyr ol ooe?-GFP) v ANDSZ [pvpd -
Tamye e ree2(DE-GFP), ANT02 [wwpl-f Erye ool coe2-GFF) v ANT03
[evp &L Eenye (et cpe2{DE)-FFP) e cutvaron en medo YES hatta Face
EXPONENca y Se someberon a dun estes osmotco por KC 06 M. A 0%
tempos nd cados se recogeron aicuotas de oS cutvos. Pypl-1dmyc o
Pyp2-13myc de os exrados tofaes se detectaron por nmunodetece on con
un ankt coerpo ank -c-mye. Comoe contre de caga Se emped un ank cueipo

ant-Cde?.
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niveles de Pyp 1y Pyp2 durante el estres osmdtico gue la cepa que expresa la version silvestre
(control), 1o que explicaria el incremento en el nivel basal v el defecto en la desactivacion de la

MAF guinasa Pmk1 mostrado antericmmente.

A continuacidn, analizamos los niveles del factor de transcripcion Atf1, tanto en celulas
vegetativas como en cultivos sometidos a distintos tipos de estrés {osmatico salino par KC
oxidativo por perdxido de hidrégeno) Como se observa en la Figura RI32, el mutante que
expresa la version no ribosomal de Cpc?Z presenta unos niveles significativamente mas bajos
de Atf1 gue el control (tanto a nivel basal como tras la induccidn por estrés) v mas parecidos a

los del mutante carente de CpcZ.

leud:cpcl-GFP Aepe2 leut:cpc2(DE)-GFP
0 15 60 120 O 15 80 120 © 13 B0 120 min

. W i, W v g i | AUTTHASH

KClI
Cdc2
UR: 1 12 15 13 03 0.7 nE 03 05 04 1.2 ne
lew?.cpe2-GFF Aepe2 leul:cpe2(DE)-GFP
0 15 &0 120 0 15 60 120 O 15 60 120 min
m”m. . - wmm“nm-mw
H:0;
Cde2
R 1 0.9 1 1,7 04 n9 a7 0.6 0.6 n.r 0,8 0.e

Eigura BRI 32.- Los mutantes gque expresan Cpe?(DE) presentan un deseense en (o niveles de At Lac cepas ANCOET
[&fff HABH Arge? leud cor243FP), ANJIOD [2iff HABH Avpez) v ANDBZ [afff HAEH Acpe? euf coeg(DE)-GFP) Fueron cutvadas en
med o YES natta face exponenca y tratadas con BC 06 M 0 HaOp 1 mM. & ostempos nd cados Se tomaion aicuotas de oS
cubwos y AF1-HAEH fue purf cado por cromatografia de af ndad v detectado por nmunodetece on usando un ank cuerpo ank-HA.
Como contro de carga e usb un antcuerpo ank-Cdel.

En conjunto, nuestros resultados confirman gue la unidn de Cpc2 al ribosoma es
esencial para una traduccion eficiente de las fosfatasas Pypl v Pyp?2 gue regulan
negativamente el estado de fosfonlacion v la actividad de las rutas de MAP quinasas activable
por estrés (Sty1) v de integridad celular (Fmk1), asi como del factor transcripcional A1, diana

de Styl v elemento clave en la defensa global al estrés en 5. pombes.
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Stress Response in Fission Yeast

Andrés Nafiez, Alejandro France, Marisa Madrid,* Teresa Soto, Jero Vicente,
Mariano Gacto, and José Cansado

Yeast Physiology Group, Department of Genetics and Microbiology, Facultad de Biologia, University of
Murecia, 20071 burcia, Spain

Submitted May 13, 2009 Revised July 2, 2009; Accepted July 9, 2009
Maonitoring Editor: Daniel ). Lew

The receptlor of activated C kinase (RACKI1) 13 a protein highly conserved among enkaryotes. In mammalian cells, RACK1
funchions as an adaptor to favor protein kinase C (FPKChmediated phosphorylation and subsequent achivation of c-Jun
NH,-terminal kinase mitogen-activated protein kinase. Cpc2, the RACK]1 orthologue in the fission yeast Schizosaccha-
roriyces pombe, is involved in the control of G2 kransition and interacts with Pck2, a PKC-type protein member of the
cell integrity Pmk1 mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway. Both RACK] and Cpc2 are structural components
of the 405 ribosomal subunit, and recent data sugpest that they might be involved in the control of translation. In this
work, we present data suppotting that Cpc2 negatively regulates the cell integrity transduction pathway by favoring
translation of the tyrosine-phosphatases Fypl and Fyp2 that deactivate Fmkl. In addition, Cpc2 positively regulates the
synthesis of the stress-responsive lransoriphon factor Atfl and the cytoplasmic catalase, a detoxificant enzyme induced by
treatment with hydrogen peroxide. These results provide for the first ime strong evidence that the RACKI-type Cpc2
protein controls from the ribosome the extent of the activation of MAPK cascades, the cellular defense against oxidative
sttess, and the progression of the cell cycle by regulating positively the kranslation of spedfic gene products involved in

key biological processes.

INTRODUCTION

Receptor of activated protein C kinase (RACKT) is a 36-kDa
protein highly conserved in eukaryotic cells and a member
of the family of proteins with WD repeats (MeCahill et @l
2002). This group includes a large number of proteins io-
volved in the regulation of key biological functions such as
signal transduction, cell cycle control, vesicular trafficking,
chromatin organization, and programmed cell death (Smith
et al, 1999 Cryo-electron microscopy and x-ray crystallo-
graphic data indicate that RACK] displays a -propeller
structure, with seven blades corresponding to the WD re-
peat domains, in a general conformation closely resem-
bling the E-subunit structure of heterotrimeric G proteins
(Sengupta et @l., 2004; Chaudbun et gl 2005 Coyle et al.,
2009). RACK] was initially identified by its ability to interact
with protein kinase C isoforms, but later studies demon-
strated that also binds in vivo other proteins related to signal
transduction pathways, leading to the suggestion that it
might act as scaffold to recruit elements involved in cell

Thiz article was published anline ahead of print in MEC ir Press
[hitp:d S www.rnolbioleel Lorg fegi Adoi /101087 frmbe EC9 05 0388)
an July 23, 2009
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signaling (McoCahill et al., 2002, Sengupta et ol 2004}, In
particular, mammalian RACK1 seems relevant to the regu-
lation of angiopenesis, tumor growth, neuronal response,
and apoptosis (McoCahill et al, 2002}, Recently, a direct rela-
tionship has been established between RACK] and the cun
NHterminal kinase (JNK} signal transduction pathway be-
cause RACKT favors the protein kinase C (FKCrmediated
Ser129 phosphorylation and subsequent activation of the
mitogen-activated protein (MATF) kinase INK induced by
phorbol esters, tumor necrosis factor-o, and UV radiation
(Lopez-Bergami at al, 2003},

Schirosarcharomyces pombe cootains an orthologue of
RACKL, named Cpc2, whose amine acid sequence shows
—70% identity with the human version (WcLeod et o, 20007,
The epe2* gene was identified in fission yeast through its
action on protein kinase Ranl /Fatl, which inhibits sexual
development by regulating the transition from mitosis to
meiosis (Mcleod et al, 20003 Mutants lacking Cpe2 show
distinct phenotypes such as delayed G2/M transition with
increased cell size, defective (51 arrest under nitrogen depri-
vation, and inability to grow at high tem perature (McLeod et
al, 2000). Another relevant biological function of Cpc2/
RACKI is related to translation. This protein has been
shown as a structural component of the 405 nbosomal sub-
unit (Shor and Mcleod, 2003; Baum et al,, 2004; Coyle et al,
2009). Recent analyses of the Cpe? orthologue Ascl in Soc-
charowtyres cevepisioe indicate a location close to the exit tun-
nel for miEN As through an interaction that is dependent on
WD domain 1 (Coyle et al., 2009). Tn 5. pombe, the absence of
Cpc? decreases the synthesis of some proteins io a selective
manner (Shor and Mecleod, 2003}, However, the exact role of
RACKY /Cpe2/ Ascl as a regulator in translation remains to
be established (Milsson et al., 2004).
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Similar to RACK], Cpe2 associates in vivo with Pok2, one
of the two C-type protein kinases present in the fission yeast
(Won et gl, 2001} Also, it seems likely that Cpc2 may some-
how regulate Pok2-dependent cell signaling in this yeast
because the lethal effect of pck2* overexpression is attenu-
ated by simultaneous overexpression of cpe2+ (Won et al.,
2001). To this context, several researchers, induding our-
selves, have shown that Pck2 is a member of the cell integ-
rity pathway that regulates morphogenesis, cell wall con-
struction, cytokinesis, and ion homenstasis (Ma e al, 2006;
Barba et al, 2008). The key element of this transduction
pathway is MAP kinase Pmkl, which is activated during cell
separation and in response to many adverse conditions such
as hyper- and hypo-osmotic stress, glucose withdrawal,
presence of compounds disturbing the cell wall, and oxida-
tive stress induced by hydroperoxides or pro-oxidant stres-
sors (Madrid et @l., 2006, 2007). To addition, 5. pombe shows
an MATF kinase pathway activatable by stress (SAFK), ho-
mologue o the metazoan SAFK, whose central element is
MATK Styl, which results activated under various stressing
conditions (Millar et al, 1995; Shiozaki and Russell, 1995;
Degols et al., 1996; Soto et @l 2002). Once activated, Styl
associates in vivo and phosphorylates Atfl, a leudioe zipper
domain transcription factor orthologue to ATE-2 in higher
cells, which regulates gene expression determining the
adaptive response of 5. pomie to different stresses [Degols et
al., 1994; Shiozaki and Russell, 1998; Wilkinson et al., 1996;
Chen et al, 2003). Among the various phosphatases able to
dephosphorylate Styl are tyrosine phosphatases Pypl and
Pyp2, and serine-threonine phosphatases Ptcl and Pte? (Ho-
bmano, 2002). Wehave recently shown that Pypl, Pyp2, and
Ptcl, whaose transcriptional activation is dependent on Styl-
Atfl function, interact also with Pmkl io vivo and may
participate in its dephosphorylation, thus providing a first
evidence for the existence of “cross-talk” between the two
MAT kinase (MAFK) pathways in 5. pomibe (Madrid et a4,
2007).

Extensive experimental evidence supports a high func-
tional homology among the intracellular signaling pathways
of the fission yeast and higher eukaryotes. This teature en-
dows 5 pombe with advantages as a suitable experimental
model to study control mechanisms of general significance
carried out by RACK1 /Cpc2 1o this article, we characterize
the involvement of Cpc? o the regulation of key signaling
pathways of the fission yeast.

MATERIALS AND METHODS

Strains, Plaswids, and Growith Conditions

The 5. porrbe sirains [Table 1) were grown with shakin g at 23°C in either yeast
extract plus supplements [YES) medium @ Edinburgh minimal medium 2
[EMBIZ) [Morenc ef ol 1991) with 2% of glurose, and supplemented with
adening, leucine, histiding, o uracil [0 mEg/l; Sigma aldvich, St. Louis, MO
depending on their particular requitements. Transformation of yeast strains
was petformed by the lithium avetate methad [Morens ef al., 1921). Mutant
sirains were chiained by wransformation or by mating and selecting diploids
in EMMZ medium without supplements. Spores were purified by glusulase
treatment [Scte ef al, 2002 and allowsd to germinate in EMBZ plus the
appropriate requitemen &, Correct construction of strains was verified by
pelymerass chain reaction [PCR) and Yestern blot analysss [s== below).
Flasmid pREPIX-rprZ was ronstructed te chiain strains expresming CpeZ
under the rontral of the full-strength thiamine repressible prometer. In brisf,
cpcl* open teading frame [ORF) was amplified by PCR using genamic 5
poprke OMA as template and the cligonuclectides CPCE-SX [TATATCTC-
CasaToOlalaalaal TTOTSOTE, Xbal sie & underlined ) and CRZ2E-3%
[TAaTATOL ATCCTTACTTSOTAACTTIOOCASAS, BamH| site i under-
lined). The resulting —1 4-kbp DM Fragment was digested with Xbal and
Bam HI and rloned inte plasmid pREF3X. In experiments employing pREFIX-
cprZ, the transformants were grown in EWIMEZ with or without thiamine
[Gmgl) for 12-24 h. Te visualize the localization of a GFP-Fapl fusion in
rultures treated with either hydrogen percxide or diethy Imalzate [DEM),
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we used strains EHH18 and AMNOG0 [Table 1), which harbar an integrated
copy of the wild-type green flucrescent pratein [SFP)-Papl chimeric gene
under the conrel of the mid-strength thiamine repressible promater nrfl
[Mladvid ef af, 2004), bath in wild-type and cpcZd baekgrounds, respertively.

Gene Disruption and Eptlope Tagging

The cpeZ+ null mutants were chtained by entive deletion of the corvespending
roding sequence and i veplarement with the KanMXe cassettz by FCR-
mediated strategy using plasmid pFAGa-kankXé as template [Bahler ef al,
1998). To construct srains expressin g C-terminal 13mype or SFF-tagged ver-
sicns of either pyeT *, pypZ*, picT*, picd*, porpl*, offi*, and cpeZ*, we used
plasmids pFaba-13Myr-kanMXe and pFada-OFF-kanMXa, respectively
[Bahler ef al., 1998). Primer sequences used in each rase are available upen
rexquest. Strains expressing genomic verasiens of Pmkl fussd to HAGH epitops
atits O terminus in different genetic barkgrounds were constructed either by
ransforma tien with integrative plasmid plH-pskT-ura [Madrid ef al,, 200&),
ar after random spore analysis of appropriate crosses. This provedure was
alsc used to cbtain strains expressing C-terminal HabH-13 gged versions of
Styl or atfl.

Site-directed Mutagenesis

& Z-kbp DMN& fragment with the cpcZ* ORF plus regulatory ssquences was
amplified by PCR empleying the 5'-cligonurlectide CRZZ0FPS [s=quence
COTTATCTACATCATACTITC AT AT ADSG; which hybridizes at positions
—G85 to —F57 upstream of the cpeZ* ATO start veden and contains a Xhbal
site), and the 3-cligonuclectide CPCSCFR-D [sequence COTTALCATE-
CCTCTTOOTAACTTOCCAS AT, which hybridizes at the 3 end of cpcZ*
CORF and incovporatss a BamH| site upstream of the T4 & stop cadon). The
DA fragment was then digested with Xbal and BamHI and cloned inte
integrati ve plasmid plL-GFP to generate plL-Cpe2-0FP, which incovporates a
Cpez C-tevminal fusion with the GFF tag, and contains the 5. porrbe few T+ gene
as szlectable marker. The CpeZ R360 KIEE mutant was created by the overlap
extension method with the use of PCR [Higuchi ef ol 1%8) Twe ssparate
amplification reactions were performed with plasmid plL-Cpe2-0FF as tem-
plate with the use of a fivst pair of primers, CRCZGFPS and DE-3 [ATSAT-
COalTOOTCATCASAATTIOAA G, the nuclectide substitutions are in-
dirated in bold) and a second pair of primers, CPCE0FP-3 and DE-S
[CTTTCOSOTTCTGATOAC GACTOC ATCAT, the nuelectide substitutions
are indirated in beld). The twe paits of PCR products were purified by
agarcse gel elertrophoresis, mized, and subjerted again te PCR with primers
CPCELFP-S and CRCZGFP-3. The purified PCR praduct was purified, di-
gested with Xhal and BamHI, and rloned intcin tegrative plasmid plL-GFF o
gEnerate pl L-Cpe2[ DE)-D FP. Plasmids plL-_pe2-GFF and pl L-CpeZ[DE)-GFF
wete digested at the unique Mrul site within few? *, and the linzar fragments
transformed inte cpeZ-disrupted strains. Transfermants erT* were chtained
and the corvert integration of the Cpe2-0FF fusion plus vegulatory sequences
was werified by sequencing and ¥estern blat analysis.

Purification and Detection of Activated Pmk1-HAGH and
Styl-HAGH Proteins

To investigate Pmkl acbvation under stress, we used log phase cell cultures
[ oop of 05) growing at Z8°C in YES medium that were then subjerted to the
appropriate treatment. In all cases, 30 ml of culture was harvested by centrif-
ugation at 4°Z, the cells washed with cald phosphate-bu fered saline buffer,
and the yeast pellets immediately froczen in liquid niregen for analysis. Te
analyze Pmkl dual phosphorylation, tetal cell hemogenates were prepared
under native cendi ions emplaying chilled arid-washed glass beads and |ysis
bu fer [10RE glyeeral, 50 mb TrisHOI, pH 7.5, 150 mb Mall, 0.1% Monidet
Fa0, plus speri fie protease and phesphatass inhibiter cacktails for fungal and
yeast extracts [chtained from Sigma- Aldvich]). The lysates were cleared by
centrifuga ion at 20,000 x g for 20 min. HaoH-tagped Pmkl was purified by
using nickel-nitilatriacetic acid [Mi%+-MNT A)-agaross beads [JI A5EM, Valen-
da, A, as reparted previcusly [Sotoefal, 2002). The purified proteing were
reszlved in 10 SD5-pelyacrylamide gel elertrophoresis [PASE) gels, trans-
ferred to Hybond-ECL membranes [DE Healtheare, Chalfent 5t Giles, Buck-
inghamshire, United Kingdem), and incubated with either mouss pelyclonal
anti-phospho-pdZ/ 44 [Cell Signaling Terhnalogy, Danvers, MA) or mouse
menaclenal anti-hemagglutinin [Ha&) antibodies [clone 12745, loading won-
trel; Reche Malerular Bigchemicals, Wannheim, Germany) To analyes ty-
rosine phosphovylation status in both Pmkl and Syl cells were lysed intc
denaturing lysis bu fer [6 M guanidine HZI, 0.1 M sedium phasphate, and 50
mhl Tris-HCl, pH 80) a5 descvibed by Shiczaki and Russsll [1927), and
HaaH-Pmkl and HagH-5tyl fusions were purified after incubation with
Mi®H-MT A-agarose beads. 4 fter processing the purified proteins for Westerm
blat analysis as desevibed abave, the membranes were hybridized with either
a mouss monaclonal anti-phosphetyrosine [PV Santa Cruz Bictechnelegy)
or mouse menaclenal anti-Ha [leading central) antibodies. In all cases the
immuncreactive bands were revealed with an anti-mouse hovserad ish perox-
idase [HRF)wonjugated serondary antibody [Sigma-aldvich) and the ECL
system [DE Healtheare). Densitemetric quantification of YWestem blot signals
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Table 1. 5 poribe strainz used in this study

Strain Cenotype Source/ reference
AT h* ades M216 fewl 32 wrpd D 18 Madrid of gf. (2004)
M2 h= gdes M210 few] 32 wrpd D 18 Madrid ef ¢f. (2004)
& MO0T h™ aded M216 cpe2:KarR dew) 32 wradD 15 This work

& MO0 h™ ades M0 cpe2sKan R few] 32 wradD 18 Thiz wark

M 1200 h* qdes MITE prk] HABH:wrgd™ leul 32 uragl 15 Madrid ef gf. (2008)
hA1207 b~ ades M210 prek] HABH: wred™ lewl 32 uragD 18 Madrid ef of. (2008)
& MN100 h™ ades M216 cpc2sKar R prk] HARH wred™ few] 32 wrad D 18 Thiz wark

& M107 h™ ades M2T6 cpc2:Kan R prk] HARHowred™ few] 32 wred D 18 Madrid ef of. [2004)

CE3 h* e (216 pokd o Kan R gkl HABH ured™ lew] 32 wmdD 15

Madrid ef of. (2008)

B MN150 h* gdes M2T6 pokd Kan R oped cKanR peik] HABH wrad ™ few] 32 wwdD 18 Thiz waork
TF319 13¢ h™ peklowned™ lew] 32 wrgdD 18 Toda ef al. [199¢)
& MN1ED h™ ades M2TE cpe2:KanR prklowred™ fewl 32 wredD 18 Thiz wark
n1212 h* qdes M2TE preploFKanR prk] HABH wregd™ lew] 32 wrgdD 18 Madrid ef gf. (2007
M1 h* ades M2TE cpc2sKarR prploHYe R pik ] HABH wwed™ o] 32 wradD 15 Thiz work
Fra2 h™ ades M210 ppblaured™ feu) 32 wredD 18 F. Férez
& MO0 h™ ades M210 cpe2KanR ppbloured™ few] 32 wradl 15 Thiz waork
1521 h* ades M2TE 57 366 sfp] HAGH:: wrad™ o] 32 uragl 15 1. B Millar
i M200 h* ades M2T6 cpe2oKanR sfy] HABH: wred™ o] 32 wredD 15 Thiz work
M ITOR h™ wis]l DD 1 2mgeswraed™ prk] HARBH wred ™ lew 1 32 wrpd DS Madrid ef ol. (200&)
] ks b= sl DR 12wy wred™ prk] HABHuwrgd™ affl: wrad™ few 1 32 wrad DI1E Madrid ef of. (2004)
s MEDD b= wnis) DD 12w wred™ prek] HABH wred ™ opcd s KanR few 1 32 wied DS Thiz work
KAITOT h* ades M2T6 prpl 13mpe: KarR lew] 32 wegdD 18 Madrid ef of. (2008)
i N0 h™ ades MITE pupl 13mype: KenR ope2o KR fewd 32 wradD 18 Thiz wark
hAIFO2 b ppp2 13w wrad™ dew] 32 wradD 18 I B, Millar
s P40 b= ppp2 13mpcs: wred® opeds KanR lend 32 wredl 15 Thiz work
] Five h* aqdes M2T6 pfel 13w KarR dew] 32 wredD 18 Madrid of gl. [2004)
i NS00 h™ gdes M216 picl 13mmge: KarR cpeds: KanR fend 32 wragD 15 Thiz wark
M IOE h™ ades MATE prepd GEP: KgrRiew] 32 wradD 18 Madrid ef of. [2008)
i A0 h* qdes M2TE prepd GFP: KarR opeds: KorR lew] 32 wredD 18 Thiz work
s MNOG0 h* ades M2T6 pfed 13mipes KanR dew] 32 wragD 15 Thiz work
4 MND03T h™ qdes M2T6 picl 13mipe: KarR cpeds: KanR lend 32 wradD 18 Thiz work
mI213 b gdes M216 pyplKonR prck] HABH: ured™ few] 32 wnwedD 18 Madrid ef of. [2007)
& MOE2 h™ ades M2T6 pyplKonR cped: KarR prekl HAGBH: urad™ lew] 32 wmdD 18 Thiz work
1321 b~ ades M2T6 a7 366 qff1] HABH: wrad™ lew] 32 wrad D18 1. B Millar
N300 h™ gdes M216 @l f11 HABH: wred™ cpeds KarR lew] 32 wead D 18 Thiz work
1243 h™ gdes M210 elF22lS52A): wrad ™ lew] 32 wredD 18 Twegdrd ef af. [2007)
i M b~ adeb M210 e 2255241 wrad ™ @ffl ] HABH: wrad fewl] 32 wradl 18 Thiz work
s P h™ adeb M210 edF 2255241 wrad ™ @ffl ] HAGH: wrad cped: KouR lewl 32 wradD 18 Thiz work
TKICG? h™ syl whed™ few 1 32 wrad DIF T. Rato
K103 b gdes M216 af fl: wrad™ lewl 32 wrad D 15 Madrid ef of. [2007)
EHH14 h™ Bis2 mwifd Lpapl GFP: dew]™ fewl 32 wradD 18 Madrid ef of. [2004)
s NOSD b Ris2 b Lpapl GFP: dew ™ opeds KanR fewl 32 wwdD 18 Thiz work
& MNOe0 h™ adef M216 cft] GFP: KanRlen] 32 wrad D 18 This work
& M0ET b ades M216 cff]] GFF: KanR oped: KorR few] 32 uredD 18 Thiz work
& MO h™ qdes M2TE cpc2 GEP: KonRlen] 32 wrad D 18 Thiz work
5 MNDTT h* ades M2TE cpc2s KarR ope2 GFFoden] ™ prk] HABH: wradlew] 32 wradD 15 Thiz work
s MNOF2 h™ qdes M2T6 cpc2s: KarR cpe2iR3I6D0 K3FE) GFF: lewl ™ prek] HAGH: wrad™ lewl 32 wrgdD 18 Thiz work
& 08T h™ ades M216 cpc2s: KarR ope? GFEF: lew] ™ aff] HABH:: wrad Tlew] 32 uredD 15 Thiz wark
& MDE2 h™ adeb M216 cpe2s: KarR cpe2(RIED K3SE) GFP: den] ™ qff] HAGH: wrad™ len] 32 uraslD 18 Thiz work
i MR h* ades M216 cpc2s KarR oped GFF: lewl ™ pepl 13w KonR prk] HABH: wred™ fewl 32 wmdD 18 Thiz work
& MNCa2 h™ gdes M216 cpc2: KarR cpe2(R3I6D K3FE) GFF: lewl ™ ppl 13myc: KarR prk] HAGH: wred™ few] 32 This work
uradl 15
& M102 b= e KarR oope2 GEF: few 1™ pupd 13w wred™ few] 32 wegdD 18 Thiz work
& MN103 h™ cpe2:: KanR cpe2iRIED K3FE) GFFulew]™ pypd 13mpe: wred™ lewl 32 wrad D 18 Thiz work

was petformed using Melecular Analyst seftware [Bio-Rad Laboratovies,
Hereoules, Cal.

Purification and Detection of Atfl-HAGRH

AtFl protein was isclated by affimity precipitation on MiTH-MNTA-agarces
beads with rells extrarts cbhiained under denaturing conditions as described
above. Thepurifisd proteins were resclved in 6% 506-PA4GE gels, transferred
te Hyhond-ECL membranes, and incubated with a mouse anti-HaA antibod y
[1Z245). In parallel, cell extvacts wers incubated with polyelonal vabbit
anti-CdeZ antibady [PSTAIR; Millipore, Billeriva, WA a5 a loading can vl

Detection of Myec- and GFP-tagged Fusions

Cell extrarts were prepared under native ronditions [se= above) The cleaved
|ysates were resclved in 8 or WURLSOG-FACE gels, depending on the velative size

J99E

of the fusion pratein, ransferred 1o filters, and incubated with menes lonal meuss
anti-c-mye antibed y [clone YE10; Roche Malecular Biechemivals) o palyelonal
rabhit anti-GFP antibody [Cell Signaling Technelogy). Rabbit ant-CdeZ antibody
was ussd as loading ronwrol. Immunoreactive bands were deterted using anti-
mauss o anti-rabbit HRPronjugated secondary antibod ies [Sigma- aldrich) and
the Sup=rSignal system [Piere Chemical, Rockfond, 1L).

Assays of Cell Sensitivity for Growth wnder Different
Stresses

In plate assays, wild type and mutantstrains of 5. powdke were grown in YES
liquid medium te an A, of 04 Appropriate dilutions were spotted per
duplicate en YES sclid media containing 2% [wit/vel) bacto-agar [Difeg
Detrcit, MI) and supplemen ted with any of the kellowing compounds: raspe-
fungin [a kind gift fram Merck, Darmstadt, Sermany), Mell; [Sigma-al-
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Figure 1. Role of Cped in the regulation of cell &
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size, septation, and cell wall inegrity is inde e 100 ¢
pendent of the Prak] MAFK pathway, (&) Cell Cantrol cpe2d . Sm U Control
morphology and size at division [microme = B0 an Gpoda
ters = S0 in strains MIZO0 [control], AMI00 5 .
[ope2), GB3 (pok2d), AMNISD (pk2d oguedd), E G0 ns 60 )
TF319 13 (prkld), and AN (prkld qe2d), g 8 \
growing in ERMM2 mediurm after staining with 14.1 £ .68 16.5 2 0.78 g 40 = 40 AmhTA
caleofluor white. [B] Septation status of the cells i pek2a
it the above eultures [ho= 400). [C) The zame pck2a pok2depczd | & 20 20 —_H“:“_'i prok? cpe2d
strains were growh in YES mediom (0D = ] l l pekd epela
0.5) and assaved For 3 glucanase sersitivity by # g g 0 Py 30 5
treatrment with 100 pps ml Zymolyase 20T at {éé‘..;r .‘begrn- Time {min)
30T, Cell lysis was monitored by rmeasuring Rl o
decay in O, at different incubation periods, 15 yr q‘@e‘
and the results shown are the mean value of H.ex 0. 16.5:+ 067 ;
three independent experiments. [0) Cell sur [ unsaptaten D YES + Caspotungin (ugiml)
vival in the presence of Caspofungin, Samples pricta | ot A peza W zs0tum .
containing 104, 107, 107 or 10" cells of wild type y : []2epta Controf
and single and double mutant strains grown in pohla §
YES rrediurm were spotted onbo YES plateszu e kA
plermented with O 07, or 1 wgd ml easpofungin cpela

pekZd eped

and ineubated For 3 o at 28°%C before being pho
tographed.

14.8 4075

216+ 1.08

drich), FKA06 [cyelosporing Alexis Bicchemicals, San Diege, C4), potassium
chleride [Sigma-aldrich), sorbitel [Sigma-aldrich), or hydrogen percxide
[Sigma-aldrich). Plates were incubated at Z8°C for 3 d and then photo-
graphed. When detsrmining cell survival in liquid rultures, cells were grown
in YES liquid medium bz an Aup of 08 and treated with 3 mb hydrogen
petaxide for 30 min. Then, cell samples weve ol lerted, appropriately diluted,
and spread in triplicate ente Y ES plates. The wiability of the rells was mea-
sured by their ability 12 form celoniss after incubation at 23°C for 5 4. The
survival fraction was calculated as a percentage relative o contrel samples
that rereived no reatment.

B-13-Glucanase Sensitivity Assay

Toanalyzeresistance o 1,3 gluranass in difevent mutan s, we followed the
methad of Lozwith ef al. [2000), with same meodifications. Strains were grown
in YES medium bz an A, of 0.5 washed with 10m Triz-HCIL pH 7.5, 1 mM
ECT4&, 1 mhbl Fmercapioethanal; and incubated with vigovous shaking at
30°C in the same buffer supplemented with 100 wgsml Zymelyase 20-T
[Seikagalku America, Rockville, MDY Samples were taken every 15 min, and
cell lysis menitored by measuring A, decay.

Preparation and Fractionation of Polysomes

Palysomes were chiained as descvibed previcusly [Shor and Wicleod, 2000),
with some medifications. Strains grawn in YES medium [DDypg = 05) were
treated with 100 pgs/ml cyrloheximide before renbifugation. The pelleted
rells were washed, resuspended in lysis bu fer [10 mM Tris=HO|, pH 7.5, 100
mhl MNaZl, 30 mk Mglly, and 100 g gdml eyeleheximide), and supplementsd
with a protease inhibiter eockiail [Sigma-aldrich) and 05 U7 @l RN Ase in-
hibiter [RMasin; ambicn, sustin, TX). Tetal cell hemegenaes were chtained
in a Fast-Prep instrument [Bia 101, ¥ista, Ca) with chilled acid-washed glass
beads, and the crude extracts clavified by centrifugation at 20000 x g for 30
min. Te show the palysome prafile, 30 OO0, units of clavified extvacts were
applisd to 112 ml of 7-47% [wt/vel) sucrcse gradients in lysis bufer plus
inhibiters and rentrifuged in a SW41Ti roter [Berkman Instruments, Fuller-
ton, CAYar4 T for 35 h ar 40000 vpm. Fractions of 00 pl were oollected, and
Glpl aliquets were used to detect either Cpe? or vibosomal protein L7
[internal centrel) by SCG-FAGE and Western blot analysis.

Novthern Blot Analysis

eastrells grown in YES medium tean O 0, of 08 subjrted to the appropriate
atreas reatment, and volumes of 90 ml of the cultures were verovered at diferent
times. Total RMA preparations wene chtained as desrribed and resclved through
L it agarse-formaldehyde gels. Morthern [RMA) hybridization analysss were
performed as destibed previously [Sote ef al, Z00Z). The probes ussd were
amplified by PCR and included: a 1.7-kbp fragment of the aff7 * gene that was
amplified with the 5 -cligenurkatde ATCTOOCCOTOTOOOOT and the -
cliponur leatide CTACTACCCTAAATTGA; a O4-kbp fragment of the goat*
gene amplified with the 5'cligonuclectide TTCTACGACTTOOCT and the 3'-
cligonur leatide A7 ACTCTOOATATES, 2 0.%-kbp fragment of the frrf* gene
amplified with the 5 cligenuelestide STSOACTC AT AalaAs and the ¥-clige-
nurlectide TAATOOOTATOTTOC, 3 2. 1-kbp fragment of the pypZ * pene ampli-
fied with the 3 -cligenur lectide SO0 ASACSTOTTTCTTSS A and the X-clige-

Wal. 20, September 15, 2009

nurlectde A ASCGCTTOOA AGTCTSS, a 1-kbp fragment of the pypT* pene
amplified with the 5'-cligonuclectide SCTOCTTOOOOTTCATOT and the 3'-
cligenurelestide CCTTOOCAA0C0ATOTAS; a 15 kbp fragment of the cffi*
gene amplified with the 5 clgonur kotide COTOCCCTOTTTACAL and the 3'-
cligenurlectde SCTTCCTTOCAATAT; a 1.1-kbp fragment of the a1+ mne
amplified with the §-cligonuclectide aTOACTTTOCAAATOSCT and the -
cligenurlectide CATAAOTOCTTOS AAAASTATT, and a 1-kbp fragment of
the lenT* gene amplified with the 5 -gligenurclectide TOSTOOTOTT AT AD-
Gas and the Y-cligmuclestide CaalalCCTTAGTAATAT. Ready-ToGo
Dréy labeling beads [GE Healthrare) was used for DM A labeling, Te estahblish
quantitative conelusions, the level of mRM 45 was detsrmined in a Phespherim-
ager [GE Healtheare) and comparsd with the internal contral [lee?* mRAMNA)L

Fluorescence Microscopy

To determine cell size at division and percenta ge of multiseptated cells, yeast
strains were grown in EMMZ medium toan Q0. of 0.5 and stained with
calecfluar whits, which sperifically stains cell wall and septum [Alfa ef al
19930 A minimum of 400 septated cells were stored for each mutant. To
localize the Papl-0FP fusion, yeast cultures grown in EMMBZ medium be an
D0 of 05 and treated with hydrogen percxide [final roncentration, 1-5
™) or DEM [final ceneentration, 4 mb). Small aliquets [10 @) of the yeast
rultures were loaded ente paly L-lysine roated slides, and the vemaining
suspensicn was withdrawn by aspiraticn. & DM 40006 flucrescence micro-
stope [Leica, Wetzlay, Sermany’) with 405 and 100 ohjerrives was used, and
images were captured with a cocled DT J00F camera and IM30 saftware
[Leiea), and then impatted inte PheteShop C53 [Adche Systems, Mountain
Wigwr, Ca0.

Reproducibitity of Resulls

All experiments were repeated at least three tmes with similar results.
Representative vesulis are shown.

EESULTS

Cross-Talk betwesn Cpe2 and the Pmkl Cell Fulegrity
Pathway

To study a possible role for Cpe2 in the functional Pmk] cell
integrity pathway, we first explored cell size, morphology,
and septation in different mutants. As described previously,
exponentially prowing cpe2A cells are elongated (MclLeod et
al., 2000; Figure 1A} and prk2A cells are somewhat short,
whereas pmkIA cells are slightly longer than control cells
and display a mild multiseptate phenotype (Toda etal., 1995;
Zaitsevskaya-Carter and Cooper, 1997; Figure 14). Signifi-
cantly, cpr2+ deletion increased cell size at division in both
pek2A and pmkiA cells (Figure 1A} and enhanced the sepa-
ration defect due to pmk1 ™ deletion (12% multiseptation in
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Figore 2. Cpo2 regulates chloride hormeosts
siz in fission yeast altematively o Prakl, (&)
Inereazed Pkl phosphorvlation in ope2d
cells. Strains MI200 (pek] HAGH, control],
ANTOD (prk] HAGH, cpeld), GBI [kl
HABH, pek2A], and AMNISD (pwk] HAGBH,
k28 cpe2f) were grown in YES mediurm to
mid log phase, and Pkl HagH wazs puri
fied by aFinity chromatography under native
conditions. Activated and total Prak] was de
tected by irmmuonoblotting with anti phospho
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pd2fdd or anti H& antibodies, respectively,
[B] Chloride senzitivity assavs for strains
200 [control), CB3 (pok2d), TP319 1X
(prkla), ANIOD [opedd), AMNISD [pok24
cpe2f), and AMNIED (pmkla cpe2d) After
growth in YES mediurn, 10¢, 108, 105, or 107
cells were zpotted onto YES plates supple
reented with 0.2 M MECly or 02 B MeCl;
plus 1 pgSml FRE06 and ineubated for 3 d at

200

28°C before being photographed. [C) Strains MI200 [pmk] HAGH, contral), AMNI00 [prk] HADH, cpe2f), MIZ12 (pwk] HAGH, prpld], and
SMNIF0 (prk] HABH, prpld cpe2d) were griwn in YES medium to mid log phase and total Prok] HasH was purified and detected as
deseribed above. (D) Chloride sensitivity assavs for strains MI200 (control), AMNT00 [ope2d), PPE2 (ppd 1), AMNOTD (ppeld opedd), MI212
(pwpldl, and AMNIT0 [prpld cpe2f). After prowth in YES medium, cells were spotted onto YES plates supplernented with 75, 150, ar 200 mk

MpClz and incubated for 3 d at 28°C

double cpr 28 pink T cells vs. 3 and 1% in either single pmkTa
and ope2h mutants, respectively) (Figure 1B). Sensitivity of
the cell wall to digestion with F-glucanase in cpe2A prkZh or
cpe2A pmk1A double mutants was higher thao in pek24 or
pmkld cells (Figure 10}, Moreover, whereas rpe2A cells dis-
played some sensitivity toward the F-glucan syothase inhib-
itor caspofungin, this compound strongly affected cell
growth in pok2A or pmiklA cells and particularly, io cpeld
pek2d and cpe2A pk 1A mutants (Figure 10}, Together, these
results suggest that Cpo? participates in the regulation of cell
size, septation and cell wall integrity in an alternative man-
ner or i0 addition to the Pmkl pathway.

In buman cells, RACK is required for FRC to phosphory-
late JNK and increase its degree of activation (Lopez-Bergami
et @l., 2003). Because fission yeast Cpe? is also able to interact
with Pok2 (Won et @, 2001}, this precedent prompted us to
perform a comparative analysis of basal MATK activity in
control versus cpe2d, pek2A, and pek2A cpe2h cells expressing
a HAsHtagged wversion of Pmkl, and by using an aoti-
P2/ 44 antibody that detects dual phosphorylation of Pmlkl
at threonine and tyrosine residues (Wadrid et al, 2006). As
shown in Figure 24, a moderate but reproducible increase in
basal Pmk1 phosphorylation was evident in cpe24 cells com-
pared with control cells. As described previously (Barba et
al., 2008), pck2* deletion induced a very strong decrease in
basal Pmkl phosphorylation (Figure 24) Notably, the basal
level of Pmkl phosphorylation was higher in pa2A cpeld
cells than in the single pek24A mutant (Figure 2A), suggesting
that Cpe? negatively repulates Pmkl downstream to Pol2.

In 8. pombe, calcineurnin and Pmkl play antagonistic roles
in chloride homeostasis, and Pmkl hyperactivation leads to
strong sensitivity to this anion (Sugiura et ol 1998). Unex-
pectedly, cells ladking «p2* did not show growth inhibition
in rich medium supplemented with 02 W MgCl, (Figure
2B}, whereas the vir-negative phenotype (tic, viable in the
presence of FK306 and chlonde; Ma et ol 2008) of the
cped*-deleted mutant was rescued by additional deletion of
pek2* or pmkl*genes (Figure ZB). These results point to
Cpc2 as negative regulator of chloride homeostasis in a way
that is independent of Pmkl and for calcineurin. To agree-
ment with this prediction, a pe2d prplA double mutant
strain, which shows a higher Pmk1 activity than its parental
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single mutant counterparts (Figure 203, displayed some
growth in medivm with higher concentration of MgCl; than
the pmpid mutant (Figure 2D Moreover, disruption of
et in a ppbld strain (devoid of the catalytic subunit of
calcineurin phosphatase; Yoshida & ol., 1994) dearly io-
creased tolerance against chloride anmion compared with the
single ppblh mutant strain (Figure 2% Hence, Cpc? plays a
role as a negative regulator for chloride homeostasis alter-
natively to Pmkl in Hssion yeast.

Cpe? Is Important for Both Pmk] and Sty Tyrosine
Dephosphorylation in Growing Cells and under Stress

The level of Fmkl phosphorylation increases in a quick and
transient manrer when 5. pomibe is subjected to a salt-io-
duced osmostress with KOl (vadrid et gl , 2006). As shown
in Figure 3A (top), the stress-induced Pmk] activation in a
strain deleted in cpe2* was maintained for longer times thano
in control cells and, as described abowve, exhibited a moder-
ate increase in basal Pmkl phosphorylation (Figure 34, top).
On the contrary, ectopic expression of the cpe2™ gene in
pe2f cells caused a clear reduction in the levels Pmkl
phosphorylation both in growing cells and in response to
hyperosmotic stress (Figure 3B} The positive role of Cpe2 in
Pmkl deactivation was also evident under other stressful
situations such as oxidative stress with hydrogen peroxide
(Figure 3C) or cell wall syothesis inhibition with caspofun-
gin. Importantly, the basal and the stress induced FPmkl
phosphorylation levels were also higher in cpe24 thano in
control cells when wsing a specific anti-phosphotyrosine
antibody (pY99) (Figure 3A, bottom). Moreover, deletion of
cpe2* also resulted in increased basal level of Styl tyrosine
phosphorylation and delayed deactivation kinetics under
osmostress (Figure 300} Together, these results suggest that
Cpc? acts as a negative regulator of the tyrosine phosphor-
vlation status of both Pmkl and Styl MAFKs.

Cpe? Positively Regulates the Protein Levels of Pypl and
Pyp? Tyrosine Phosphatases

Recently, we described that MAFPK Syl is essential for
proper deactivation of Pmkl under hypertonic stress in a
process regulated by transcription factor Atfl through the
action of tyrosine phosphatases Pypl and FPyp2, and serine/

Maolecular Biology of the Cell
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Figure 3. Cpc? negatively regulates phosphorylation of Pmk] and Sty] MAFKs in growing and stressed cells. (&) Top, Strains MI200
[prk] HABH, contral), and ANT0D (prek] HABH, cpe2d), were grown in YES medium to rmid log phase and treated with 08 M KCL AL timed
intervals Prok] HASH was purified by affinity chromatography, and the achivated and total Prak] was detected by irmmonoblotting with
anti phospho 42744 or anti HA antibodies, respectively. Bottorm, in the sarme experiment, Pmkd phosphorvlation was detected by immu
noblotting with anti phosphotyrosing antibod vy, (B) Strain AMN100 (prek] HAGH, ope2 ) transformed with pREF cpe2™ plasmid was grown for
18 b in the presence [+ B1) or absence [ B1) of thiamine and treated with 0.6 W KCL At different tirmes, Prmk] HASH was purified and the
activated, and total Prak] was detected az deseribed in & Cell rrorphology was analyzed by fluorescence microscopy. [(C) Strains MI200
[pwik] HA8H, control] and AMNI00 [pek] HABH, cpedf) were grown in YES mediom b mid log phase, treated with 1 mb H2O4, and the
activated and total Frok] was detected as deseribed in A (D) Strains JM1521 (sfiy] HAGH, control] and aMN200 [sty] HAGRH, opel ) were grown
in YES mediurm bo mid log phase and treated with 0.8 M KCL At tirmed intervals, Sty]l HASH was purified by affinity chromatogra phy and

.7 L1 L5 1.2 1.4 13

the activated and total Sty was detected by immunoblotting with anti phosgphotyrosine antibody or anti Ha antibodies, respectively.

threonine phosphatase Pl (Madrid et al, 2007). Ptc3, an-
other serine /threonine phosphatase, has been also involved
in this control (Takada et al, 2007}, whereas Fmpl, a dual-
specificity phosphatase, seems involved in Pmkl inacti-
vation only in growing cells and during cell separation
(Madrid et al, 2007). The results obtained so far strongly
suggested that the observed increase in both the basal and
the osmostress-induced phosphorylation of Pmkl and Styl
in cpe 24 cells might be due to a deficitio the synthesis of any
of the above-mentioned phosphatases. To test this interpre-
tation, we undertook two experimental approaches on the
bases of earlier findings. We showed previously that osmo-
stress-induced FPmkl activation/deactivation in a strain ex-
pressing a hyperactive version of Wis1 MATFKK (w1000,
which prompts the constitutive activation of Sty1 (Shiozaki
gt al., 1998), is lower than in control cells due to increased
synthesis of Pypl, Pyp2, and Ftcl (Madrid et o, 2007)
Therefore, if somehow Cpc? would positively regulate the
levels of these phosphatases, then deletion of the cpe2* gene
in a iz 100 background should rescue the defective Pmkl
activation observed in stressed cultures of the single wis DD
mutant. Results shown in Figure 44 indicate this first pre-
diction is correct, because Pmkl activation by salt stress is
much higher in cpe2d wis1DD cells than in wisT DD cells,
although not as much as in cpe2d atfTA cells. Second, we
analyzed Pypl-13myc Pyp2-lamyc, Plel-13mye, Fie3-13myc,
and Pmpl-GFF protein levels in exponentially growing con-
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trol and cpe2A cultures and after being subjected to a hyper-
tonic stress. As shown in Figure 4B, Fypl protein levels
during growth were lower in the rpe2A mutant than io the
control strain, whereas Pyp2, Pmpl, Ficl, and Fic3 levels
were unaffected by the absence of Cpc2. However, upon
osmostress, both Pypl and Pyp2, but oot Pmpl, Picl, or
Pte3, were down-regulated in cpe2A mutant compared with
control cells (Figure 4B). Moreover, the positive role of Cpe?
in modulating Pyp2 protein levels was also proved in 5.
powibe cells subjected to other stresses like oxidative treat-
ment with hydrogen peroxide or heat shock (Figure 40).
Importactly, Pmkl basal phosphorylation io pypld cpc2a
cells was very similar to that of the single pyp IA mutant, but
higher than in spe2i cells (Figure 403 As a whole, these
results strongly suggest that in fission yeast Cpc? acts as a
positive regulator of Pypl and Pyp2 protein levels Tn this
scenario, the hyperactivation of Fmkl and 5tyl observed in
growing cpe2d cells is a consequence of the defect in the
protein levels of Pypl, whereas defective FPypl and FPyp2
levels account for the slow WMATK deactivation observed
under stress.

Atfl Lewel Is Positively Regulated by Cpe2

In fission yeast the stress-induced expression of pypl + and
pip2* penes is regulated by Syl through Atfl forming a
negative-feedback loop (Degols et al., 1996; Shiozaki and
Russell, 1998; Wilkinson &t gl, 1998). Hence, we considered
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Figure 4, Cpe acks a5 4 positive regulator of Pypl and Pyp2 tyrosine phosphatases protein levels, (&) Deletion of the cpe2® geneina wiz 100
background rescues the defective Pkl activation in single wis] DD motant. Strains MI200D (prk] HAGH, contral), MIFO? (pmk] HARH,
wisl D0, AMNGDD [prik] HAGH, wizl DD cpe2d), and MIF13 (prk] HAGH, wiz] DO aif 14) were grown in YES medium to mid log phase and
treated with 0.6 M KCL At the birres indicated, aliquots were harvested and Prak] HagH was purified by affinity chromatography, Sctivated
Prokl was detected by immuonoblotting with anti phospho p42/44 and total Prak] with anti Ha antibodies. (B] Protein levels of different
MAPK phosphatases. The strains MITOD (pyp! 13mee control) and ANFDO (pypl 13w, cpo2), MITOZ (pep2 13w, control] and AMN400
(pyp? 13mye, cpe2d), MIFO3 (pel 13mpe, control] and AMNS00 (pfe]l 13w, cpe2A), AMNO3D [pre3 13mpe, control), and AMNO3Y (picd 13mye,
cped &), W30S (prp] GFF, control) and ANO20 [prp] GFF, cpe2f) were grown in YES mediom to mid log phaze and treated with 06 M KClL
Total extracts were obtained Frorm aliguots harvested at the tires indicated, and fusions to 13 rmye and CFF were detected by irmunoblotting
with eitheranti ¢ rrive or anti CFF antibodies, respectively, whereas anti Cde2 antibody waz used for loading contral. (C) Defective syhnthesis
of Pyp2 in opedds cells subjeeted to other stresses, Strains MITFOZ [pyp2 13mpc, control] and AN4DD [pyp2 13w, cpc2f) were grown as
deseribed above and treated with 1 mM HXOS [top) or incubated at 40°C [bottorm). Aliquots were harvested at the times indicated and
Pypd 13mve was detected by immunoblotting with anti @ rye antibody. Ant Cde2 antibody was used For loading control. (D) The hasal Prakl
phosphorylation in pepld cpe2f cells iz similar to that of the single pypld muotant. Strains MI200 (pwk] HAGH, control], &M100
[prek] HAGH, cpe2 &), MI213 [(prk] HABH, pypldl, and AMND32 (pmkl HAGH, pypld cpeddy), were grown az indicated previously and
Prok] HASH was purified by affinity chromatography under native conditions. Activated and total Prak] was detected by immuono
blotting with anti phospho p42744 or anti HA antibodies, respectively.

levels in control and cpe2a cells expressing a genomic copy
of the atf1* gene tagged with two copies of the HA epitope

and six hishidine residues, and after being subjected to a

the possibility that the decreased Pypl and Fyp? syothesis in
stressed-rpr 24 cells might result from a defect io the syothe-
sis of Atfl itself. Tn this context, we determined Atfl protein
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Figure 5. The protein level of &t is positivel ¥ regulated by Cpe2. (&) Strains JM1827 [aff] HAGH, control] and AMN300 (@i HABH, cpe2d)
were growh in YES mediom o mid log phase and treated with either 06 M KCI [top) or 1 il HeOs (botkorn). Aliquots were harvested at
different tirmes, and ALF] was purified from cell extracts by affinity chromatography, and detected by irmmuonoblotting with anti Ha antibody,
anti Cde? antibody was used for loading contral. [B) Strains JM 1821 and AMN300 were grown at 28°C in YES mediurm b0 mid exponential
phase and treated with 0.6 M KCl For the times indicated. Total RN A was extracted, denatured, transferred to nylon mermbranes, and
hyhridized with TP labeled probes For gifl *, pup2™, pepl ™, and lewl ™ [loading control]. () These sarme strains were grown in YES medium
[ODgg = 0.5 and treated with 100 pe /ol eyelohesimide For the times indieated. Purified At was detected by irmmmunoblotting with anti Ha

antibody, whereas anti @ tubulin antibody was used as loading contral.

[O) EIF2z i= not involved in the control of A&tF] translation by Cpe2.

Strains JM 1821 (@] HAGH, cantrol], ANIDD (@] HAGH, cpe2d), ANDAD (@] HABH, FIF2a S524), and AMND4T [atf] HABH, EIF2a 5524 cpeld)
weare growh in YES mediom and treated with either 06 M KCI (top) or 1 mb H2O; (bottors). & Frorm each sample was porified by affinity
chromatography and detected by immuonoblotting with anti HA antibody, Snti Cde antibody waz used for loading contral.

saline stress with KCL As shown in Figure 34 (top), cpe2*
deletion prompted a clear decrease in Atfl levels as com-
pared with control cells io both growing and osmostressed
cells. This defect was also evident in cultures under oxida-
tive stress with hydrogen peroxide (Figure 54, bottom}. Tn
contrast, because Atfl positively regulates its own expres
sion at a transcriptional level (Wilkinson et al, 1996}, the
defective Atfl levels observed in cpe2d cells might result
from a deficit in the expression of atf? + mENA. To further
investigate this approach we estimated atfT*mRENA levels in
control versus spr2A cells under saline stress. As Figure 5B
shows, gtfi * mRNA levels were unaffected by the absence
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of Cpc2 in both cases. Remarkably, although Atfl levels
are lower in epciA cells, the salt induced expression of
both pyp? * and pypl * mRNAs was similar to control cells
(Figure 55}

The decreased Atfl protein levels in cpe2A cells might
result from a decreased stability. To address this point we
determined the half-life of Atfl in control versus cpeZA mu-
tant strains growiog in rich medium after the addition of
cycloheximide, which blocks translation. As shown in Fig-
ure 3, the halflife of Atfl was very similar in control and
cpe2h cells (—2 b)), These results indicate that Cpe2 likely
exerts a positive regulation on Atfl, Pypl, and Pyp2 expres-
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sion at a translational level by inducing the translation of
their correspondent mRNAs

In fission yeast, phosphorylation of the imitiation factor
ETF2-o at Ser-52 (Ser-31 in other eukaryotic cells) is critical
for the inhibition of gerneral protein synthesis by down-
regulating the initiation of translation in response to multi-
ple stresses (Zhan et al, 2002). To investigate a possible
cross-talk between Cpc? and ETF2-a phosphorylation for the
control of Atfl translatiocn under stress conditions, we dis
rupted the rpr2+ pene in a strain bearing a nonphosphor-
latable alanine instead of Ser-52 in EIF2-o (ETF2-0852A4;
Twegard et al, 2007;. As can be seen in Figure 50, the
absence of phosphorylation at Serd2 in EIF2-o did not no-
ticeably affect Atf] translation in response to either osmotic
or oxidative stress, which remained similar to that of contrel
cells. Moreover, both the basal and stress-induced synthesis
of Atfl was similarly compromised in cpe2A and cpe2A ETF2-
w552 A cells (Figure 50}, Therefore, these data support a role
for Cpe2 as positive regulator of Atfl translation which is
independent on ETF2-a function.

Cellular Response against Hydrogen Peroxide Sivess Is
Partially Compromised in cpe2A Cells

5. pomibe strains lacking Sty1 or Atf1 are strongly sensitive to
various stresses (Willar et al, 1995 Shiozaki and Russell,
1995; Shiczaki and Russell, 1994; Wilkinson 2t al ., 1998). We
examined the growth of control, sty1a, aifTA, and i
strains on solid media supplemented with either KC1 (saline
osmostress), sorbitol (nonsaline osmostress), or hydrogen
peroxide [pxidative stress), to ascertain whether defective
synthesis of Atfl in rpe2A mutant affected cell survival un-
der stress. Contrary to sty 1A or atf TA mutants, spe2A cells did
not show enhanced growth ichibition by KC1 or sorbitol,
although a mild growth defect was cbserved i the presence
of 1,5, 2 mM hydrogen peroxide that was less severe than in
atf1A cells (Figure A%, A similar result was observed when
liquid cultures treated with 5 mM hydrogen peroxide were
used (Figure 6B}

Transcription factor Fapl is required for cell survival of
fission yeast under oxidative stress (Vivancos et al., 2006},

A B Untreated
Contral 100
cﬁfn B0
& il
atf1. £ w
i)
K]
= 40
Control =
cpeda
shyriA 20
atfla
0 Sab b
Py
:P\‘?g é'g‘a

1 mM

and its activity is regulated at the level of cellular localiza-
tion. In growing cells Fapl resides mainly in the cytoplasm
but, in response to hydropen peroxide, undergoes a revers-
ible oxidation of critical cysteine residues and accumulatas
into the nudleus to favor the increased transcription of es-
sential genes for defense against oxidative stress (Vivancos
et al., 2006). Under moderate o high concentrations of by-
drogen peroxide [naturally occurring, for example, in re-
sponse to glucose arrest) nuclear accumulation of Fapl is
delayed until the expression of Atfl-dependent genes pro-
motes its conversion to the active oxidized conformation
that translocates into the nucleus and enhances Fapl-depen-
dent gene expression (Madnd et g, 2004; Vivancos et al,
2006). Consequently, we analyzed the cellular location of
Fapl in strains EHH14 (control) and ANOS0 (rpeZA) after
being treated with 1 miv hydrogen peroxide. These strains
express a genomic copy of an N-terminal GFFtagged ver-
sion of Papl under the control of a mid-strength thiamine
repressible promoter (Vivancos et al., 2004). As described
previously (Vivancos et al, 2004}, nuclear accumulation of
activated FPapl was maximal after 40-30 min of treatment
and slowly decreased thereafter (Figure 8C). However,
cpe2* disruption provoked a clear delay in nuclear translo-
cation of Fapl (—30 min as average of three independent
experiments; Figure #C), and the same effect was also ob-
served when wusing higher doses of the oxidant (3 miv;
Figure 810}, This detect was not due to a diference in protein
expression, because Fapl levels were similar in control and
in cpc2i cells. Moreover, the kinetics of Fapl oudlear accu-
mulation was identical in both types of cells after treatment
with pro-oxidant DEM, which induces a nonreversible Fapl
structural modification uorelated to that induced by hydro-
gen peroxide (Castillo et al., 2002; Figure 6D). Hence, the
timing for nuclear accumulation of Papl results specifically
delayed in cpe24 cells by oxidative stress with hydrogen
peroxide. To further investigate this effect, we analyzed by
Morthern blot experiments the comparative expression of
several genes which are induced in a Sty1-Atfl and/or
FPapl-dependent manner in response to hydrogen peroxide
in control and in gpe2A cells. As shown in Figure 7, the

Figure 6, Cellular defenze against hyd rogen
peroxide iz defective in the abzence of Cpel,
(&) Cell wiability aszavs in solid medium were
perforrmed for strains MI200 [control], &MN100
[ope2f), TKIOF (st plA), and MIT03 [@F10]. AF
ter growth in YES mediorm, 104, 109, 109, or
10" cellz were spotted onto YES plates supple
rrented with either 0.6 M KCI, 1.2 M sarbital,
ar 1.5 2 mk HOs and incubated for 4 d at
28°C before being photographed. (B) Cell wi
ability aszays in liquid medium for the above
strains after growth in YES liquid rmediom
[ODgng = 0.5) and treatrment with 5 mikd HeO;
l::{.b For 30 min before seeding in YES plates. Sur
@ wival waz estimated as percentapge of colony
forming units relative to untreated cultures.
The experirment was repeated three times
with similar results. () Muelear accumula
tion of CFF Fapl iz delayed in cpe2f cells.
Strains EHH14 [CFF Fapl; control] and
AMTS0 [CFP Papl, cpeddy), expressing a OFF
Fap1 Fusion under the control of the nrmtl
promoter, were grown in EMM2 medium to
an 00 = 05 and treated with 7 mk HoO4
Sarnples were taken at different tirmes, and the

5mM HD_
0 min

100 min

percentage of cells with nuelear azeurmulation of GFF Pap] was determined by fluorescence microseopy. Results shown correspond to one

representative experiment.
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Figure 7. Cpe2 modulates 5. pomde response
to oxidative stress at both transeriptional and
translational levels. [A) Induced expression of
Papl dependent genes in responze to hydro

gen perowide is delaved in opedd cells, Strains

MI200 [control] and AMNIOD [opo2A] were
grown in YES mediurm o early log phase and

treated with 1 mb HO, For the times indi
cated. Total RM& was extracted from each E

sarmple and 20 pp resolved in 1.5% agarose R.U: 1
forrmaldehyde pels. The denatured RMAs

were transferred to nylon membranes and hy
bridized with ®F labeled probes for aifl™,

FYEZT, mpxlT, sexl™, offl ™, fpxl™, ferl™, and
tewl™ [loading control). [B] Increased synthe B
sis of eytoplasmic catalaze in response to by

drogen peroxide & blocked in opc2f cells.
Strainz AMNOED (control; off 1 GEF) and AMNO&]1

[opc2 &, cff] GEP) were grown in Y ES medium
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and treated with 1 mbd HOS for the times

indicated. Total estracts were obtained and
Cttl CFF fusion was detected by immuno
blotting with anti GFF antibodies. Anti Cde2

H,0,

-‘“-ummh_ R TTa——

cdc2p

antibody was used For loading control

transcriptional induction of Atfl-dependent genes like atfT*
itself, ppp2+, or gpri* (encoding HyOy; scavenger glutathi-
one peroxidase; Yamada 2t gl, 1999} was not significantly
affected by rpe2* deletion in exponentially growing cultures
treated with 1 mM hydrogen peroxide, indicating that the
maoderate levels of Atfl present in gpel2A cells support a
correct transcriptional response. Under such conditions, a
very slight decrease was observed in cpe2d cells compared
with control cells in the transcriptional activation of geres
like srx?* (sulfiredoxin; Quinn et al, 2002) and <t (cyto-
plasmic catalase; Degols and Russell, 1997), whose expres-
sion is dependent on the activity of both Atfl and TFapl
transcription factors (Quinn et al., 2002} (Figure 7AY. In con-
trast, the induction kinetics of FPapl-dependent geres, like
tpri* (encoding thioredoxin peroxidase, Vivancos et al.,
2006} and, most notably &+ 17 (thioredoxin reductase; Benko
et al., 1998}, was significantly retarded in a rpeld back-
ground (Figure 7A), which is congruent with the delay in
nuclear translocation of Papl (Figure 60 However, such
delay in HyOptreated cpe2A cells remained unexplained on
the bases of a transcriptional defect in the induced expres-
sion of Atfl-dependent genes. Thus, we analyzed the cellu-
lar levels of cytoplasmic catalase (Cttl), which is involved io
the detoxifying activity against oxidative stress in eukaryotic
cells, in control and cpe2A cultures treated with 1 miv H Oy
As shown in Figure 7B, the increased Cttl synthesis ob-
served in HyOh-treated control cells was absent in the cpe2A

Wal. 20, September 15, 2009

R

1 L2 LS 1 1.9 1 1 1 1 1

mutant, indicating a role for Cpe? in the modulation of the
intracellular level of cytoplasmic catalase under these con-
ditions. These results suggest that Cpc? 1s importact in 5.
powibe to positively regulate the cellular defense against high
doses of hydrogen peroxide at a translational level by favor-
ing the synthesis of enzymes such as Cttl, whose detoxify-
ing activity is essential to allow Fapl-dependent gene ex-
pression.

Localization of Cpe? at the Ribosome Is Essential to
Regulate Pypl, Pyp2, and Aifl Protein Levels

A work by Covle et al. (2009} has recently demonstrated that
two evolutionary conserved charged amino acids on one
side of the Fpropeller structure of Ascl, the 5 reresisioe
RACK orthologue, Arg38 and Lys4d (Arg36 and Lys38 in
fission yeast), are responsible for RACK] association with
the 405 subunmit of the ribosome io vivo, To analyze the
biological significance of the ribosome localization of Cpe?
in fission yeast we constructed strains expressing either wild
type or K360 K38E vanant of Cpe? fused to the green
fluorescent protein at its C terminws, in a pr2A background
(see Materizls and Methods). As shown in Figure 8A, both
Cpe2-GFFP and Cpe2(DERGFF fusions localized at the cell
cytoplasm, similarly to a genomic Cpe2-GFF version ex-
pressed from is natural locus, and were expressed at nearly
the same level (Figure 8B} However, the cytoplasmic distri-

4005



& MNORez ef al.

C top

f &
& &
v of
& &
&
8 !1}\'6}
&
Figure B, Construction of a 5. pombe strain
= GFP expressing a Cpel version unable to bind the
ribosome in vivo. (4] Subcellular localization
| Cdc2 of Cpe2 wariants. Mid log phase cells of
straife AMNOFO (ope2 GEF, control), AMNOT]
i fewlioped GFP, cpe2d), and  AMNOFZ [lewl:
cpe2(DE) GFP, cpodf] prowing in YES me
bottom dium were visualized by Auorescence micros

> copy. [B] The Cpe2 COFF and Cpe2[DE] CFF

t:)DEEII

Palyribosomes

Fusions are espressed at a sirilar level. GFF
fusions were detected in total cell extracts
fram strains AMNOT] [fewlope2 GFF, cpe2d)
aned BMNOTZ [lew loped[DE) GFF, cpe2 &) by im
ruhoblotting with anti GFF antibodies. &nti
Cde? antibody wazs used for loading control.
[C) Polysome Western blot analysis For in wivo
ribozorme binding Strains AMNOFT and AMNOT2
werg growh in YES mediom to early log
phaze, treated with cycloheximide, and the
whole cell extracts processed for polysorme
analysis by velocity sedimentation on a 7 47%
(wifvoll suerose gradient. After fraction

ation, the abzorbance profile for each frac

tion was measured at 254 nm. & typical re

sult iz shown, with fractions comresponding to

soluble [top), 405, £05, 805 and polyribo

sormes. Aliquots From each Fraction were re

solved by SDS PAGE and the elution profile

IGFF  for Cp<? CFF or Cpel (DE) OFF was deter

mined by Western blot analysis with anti GFF

cpc2-GFP |,
= — |7
cpeZ{DE)- :

antibody, Anti L7 antibody was used az an
internal ribozomal contral.

bution of Cpe2(DE-GFF was more diffuse, and some punc-
tate spots were visible throughout the cells (Figure 84
Regardless, analysis of the distribution of both Cpce2-GFF
and Cpe?2(DEVGFP by sucrose gradient fractionation of
polyribosomes isolated from growing cells indicated that,
contrary to wild-type cells, R36D K35E mutation in Cpo2
disrupted almost completely its ability to associate with
ribosomes in vivo, with >93% of free, unbound protein
(Figure 8C). Tmportantly, an increase in basal Pmkl phos-
phorylation was evident in cpe2A cells expressing Cpe2 (DE)-
GFP compared with those expressing Cpe2-GFF (Figure 94
These results suggest that Cpc? localization at the ribosome
is critical to negative regulate of Pmkl activity in growing
cells. Indeed, similar to cpe2fh cells, a strain expressing
Cpe2(DEFGFF fusion was defective in Pmk] deactivation
under stress (Figure 94, due to a decrease in the protein
levels of both Pypl and Pyp2 tyrosine phosphatases (Figure
9B} Atfl protein levels in both growing cells and in cultures
subjected to either osmotic saline or oxidative stresses were
also down-regulated in the Cpe2(DE) mutant (Figure 9C). As
a whole, these results confirm that in fission yeast ribosome
binding of Cpe2 is essential to positively regulate the trans-
lation efficiency of Fypl, Fyp2, and Atfl. Finally, we also
noticed that cpe 24 cells expressing wild-ty pe Cpe2-GFF, but
not Cpe2(DE-GFF, recovered their normal cell size at divi-
sion (Figure 903), indicating that Cpc? binding to the ribo-
some is important to control the G2/M transition of the cell
cycle in fission yeast.

4006

DISCUSSI0ON

In eukaryotic cells, RACK is a scaffold protein involved in
a myriad of signal transduction pathways. However, the
role of the fission veast orthologue Cpe? as a modulator of
the signal transduction machinery had oot been investigated
in detail earlier. Similar to RACK1, Cpc2 was reported to
interact in vivo with the FKC orthologue Pok2 (Won et al.,
2001y, Also, others and ourselves showed that Fok? is a
member of the Pmk] cell integrity MATPK pathway in fission
veast (va et al, 2006; Barba 2t al, 2008), suggesting that Cpe2
might be an integral part of this MAFK cascade. However,
several lines of evidence obtained in this work indicate fhat,
contrary to owr initial prediction, Cpe? is not a member of
the Pmkl signaling pathway. First, the cell separation and
cell wall integrity defects described previously as associated
to deletion of members of the cell integrity MAFPK module
(Toda et al., 1996; Zaitsevskaya-Carter and Cooper, 1997) are
exacerbated ina cpr 24 background. Second, the fact that cell
size at division is higher in both rpe2A pak2A and oprZa
pk 1A double mutants than in pek2A or pmkTA single mu-
tants supports that the role of Cpe? in the control of G2 /v
transition in the fission yeast is independent on Pmk1 activ-
ity. Third, and most important, whereas RACK] functions in
mammalian cells as an adaptor for MATFK INK phosphory-
lation at 5er129 by FKC, which is required for INK activation
in response to several agents (Lopez-Bergami et al., 2005), in
cpe2h cells of fission yeast both the basal and the stress
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Figure 9. Ribosome binding of Cpel iz essential to positively regulate the trarslation efficiency of Pypl, Pypd, and Atfl in Fission veast. (&)
Ineregsed Prok] phosphorylation in cells expreszing & Cpe2(DE) version. Strains AMNOT] [pmk] HAGH fewlop? CFP, cpeid) and ANCFZ [kl

HABH lewlcpe2(DE) GFP, qpe2f) were growh o mid log phase in YES medium and treated with 06 M KClFor the indicated tirmes. Prmk] HaeH
was purified by affinity chromatography under native sonditions and the activated and total Prak] detected by irarmonoblotting with anti phosgho

pd2/44 ar anti HA antibodies, respectively, [B) Decreazed Pypl and Pypd protein levelzs in the Cpe2(DE] mutant Strains AN (len Lol CFF
cpe2f pupl 13mge) and AMOSZ [for Lape2(DE] GFF cpe2d pypl 13mpe) [wpper porel), or AMNI02 [fewlopd CFF cpe2d pep? 13mipd and AMNI0G
Ueulope2(DE) GFP cpe2h pup2 13mc] (lower porel] were grown in YES medium to mid log phase and treated with 06 M KCL Aliquots were
harwested at the tirmes indicated and wial extracts obtained. Pyp] 13mye or Pypd 13mye fusions were detacted by immuonoblotting with ant ¢ e
antibody. anti Cde? antibody was used For loading contral, [(C) Decregsed A1 prokein levels in the Cpe2(DE) mutant. Strains AMNOET (@1 HAGH
tew Lepe2 GFEP o2 A) and AMN0E2 [aff] HAGH lew Lape2(DE) GF P cpe ) were grown as abowve and treated with ither 08 M KOl top)or 1 mid HZO-
{bottorm). AtF1 was purified by affinity chromatography from eell extracts of aliquots harvested at different tirme and detected by irmmuonoblot ng
with anti HA antibody, Anti Cde2 antibody was uzed For loading control, (D) cpe2f cells expressing the Cp=2(DE] wersion do hot recover hormal
cell zize at divizion. Cell rmorphology and size in strains ANIDD [ope2A), AMNOTY few Lope? GFF, cpc2A), and ANOT2 (leulioped(DE) GFF, cped )

growing in EMM2 medium and stained with caleofluor white are shown.

induced activation of MAFK Styl and MAFK Pmkl are
increased. Furthermore, in striking contrast with the mam-
malian model, cpe2* deletion triggers Pmkl basal activity
even in a pck2h background, suggesting that Cpd? nega-
tively regulates MATK activity in fission yeast by a mecha-
nism distinct from a role as Fok2 adaptor.

Which is the mechanism used by Cpe? to regulate MATFK
activity and to modulate cellular response against stress? Tn
both human, budding and fission yeast cells RACKT / Ascl/
Cpe? associates with the 405 ribosomal subunit (Shor and
MelLend, 2003; Baum et @i, 2004; Coyle 2t gl 20093 Also, the
study by Shor and icLend (2003) demonstrated that the loss
of cpe2* in 5. pombe elicits a decreased steady state level of
vanous proteins, some of which (like ribosomal protein L25)
are probably regulated at the level of translation. The results
presented in our work strongly support the interpretation
that Cpc2 modulates the translation of a specific subset of
mRMNAs (Shor and cleod, 20035). Frobably, Cpc? exerts its
function as a positive translational regulator of mRENAs

encoding Pypl and Pyp2 tyrosine phosphatases, which de-

Wal. 20, September 15, 2009

activate both Styl and Pmk] (Madrid et ¢!, 2007). Consistent
with this hypothesis, Pypl and Pyp2 protein levels dimin-
ished in rpr2h cells growing exponentially or subjected to
different stresses, although the expression of the correspond-
ing mRNAs was not significantly affected by gpe2* deletion.
Importantly, this translational control was spedific for pyp! +
and pp2* mRN As, because the protein levels of other phos-
phatases known #o be involved in Styl and/or Pmkl deac-
tivation, such as Pmpl, Picl, or Pic3, remained unchanged
in the absence of Cpc2.

Alternatively, Cpc? also regulates positively the transla-
tion of mENA encoding the transcription factor Atfl. Atfl is
phosphorylated and stabilized by Styl MAFK to play a
critical role in the response of 5. pomie against a variety of
stress conditions (Chen et ol, 2003). Our results support,
however, that the low levels of Atfl protein observed in
ope2f cells do not compromise its function as a transcrip-
tional activator in response to stress, because the induced
expression of Atfl-dependent genes (including pyp!* and

P2 Y in response to osmotic or oxidative stress was not
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Figure 10,  Proposed functional role for RACK orthologue Cped in

fizsion weazt. The Cped protein regulates important biological pro
cesses at the ribozome level by Favoring the trarelabion of genes whose
products rmay inackivate MAaPK cascades (Fyp] and Pyp2 WMAPK phis
phatases), enhance cellular deferse against oxidative stress (ranserip
tion factor &tF, cytoplasmic catalase Cil), and control G270 rans
tion of the cell eyele. The question mark highlights that the additional
role of one or several proteins iz not discarded.

significantly affected by cpe2* deletion. These data agree
with previous work showing that there is still a robust
transcriptional activation of Atfl-dependent genes in re-
sponse to stress in a mutant strain expressing low levels of
an unstable version of the transcription factor devoid of
Sty l-phosphorylation sites (Lawrence et gl, 2007} In this
context, we have found that although the transcriptional
induction of Atfl-dependent genes in cpe2h cells is not af
fected, Cpc2 regulates the cellular defense against hydrogen
peroxide at a translational level by favoring the synthesis of
detoxifying enzymes such as cytoplasmic catalase Cttl
FProbably, the synthesis of other detoxifying proteins may be
also compromised in cpelh cells.

The recent dempnstration of the existence of conserved
charged amino acids that are responsible for the in vivo
Ascl /RACK] association with the ribosome (Coyle et al.,
2009} allowed our demonstration that the function of Cpc2
as a modulator of both the WAFK activity and the cellular
response against oxidative stress relies on its ability for
binding to the 405 subunit of the 5 pombe ribosome. Tn
addition, the putative role of Cpe? in regulating the G2/
transition of the cell cycle seems to depend also on its
function as a ribosomal protein. These results raise several
important questions. One refers to the mechanism whereby
Cpe2 regulates the recruitment and translation of specific
mRMNAs. Considering that Cpe? lacks evident ’N A binding
motifs and taking into account the versatility of RACK] as a
platform to bind different proteins, it seems hikely thatoneor
several Cpc? binding partners might be involved in the
recruitment of specific mRNAs to the ribosome, as depicted
in Figure 10. Tn 5 ceresisige, it has been described that
Scpl60, an mRENA binding protein orthologue to vertebrate
vigilin, associates with ribosomes in an Ascl /RACK]-de
pendent manner, thus supporting that the Scplbd- Ascl com-
plex mediates the translation activity of ribosomes pro-
grammed with specific mRINAs (Baum et o, 20043 The
Scpl160 orthologue in fission yeast is YE11, a putative mRNA
binding protein with 12 KH domains. However, ¥gll-oull
cells do oot display any of the phenotypes associated to
Cpe2 deletion, such as increased cell length at G2,/ tran-
sition or Pmkl hyperactivation (unpublished data). Hence, it
seems prlausible that other unkoown RNA binding protein(s)
might be involved in this process. Another candidate to
perform such role s RNA binding protein sa2 /Nrd1,

which interacts in vivo with Cpe? and whose deletion causes
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initiation of sexual development without nutrient starvation
(Tsukahara et al., 1995; Jeong et al., 2004). Also, Msa2/Nrdl
binds and stabilizes Cded mRMNA, encoding myosin 1T light
chain, and Nrdl phosphorylation by Pkl negatively reg-
ulates its binding activity to Cded mENA (Satoh et al., 2009).
However, the opposite roles described for Cpc? and isaz /
MNrdl in sexual differentiation (Jeoog at al., 2004), together
with the absence in MsaZ-null cells of the main phenotypes
associated to Cpc? deletion, makes unlikely that this RKNA-
tinding protein will be the Cpe? binding partner involved in
mENA recruitment to the ribosome. A similar conclusion
can be drawn in the case of Rocl, another RNA-binding
protein which is phosphorylated by Pmkl and binds and
stabilizes Pmpl dual-specificity MAFPK phosphatase io-
volved in Pmkl dephosphorylation (Sugiura et al., 2003).
Our results dearly show that Pmk1-Rocl control of Pmpl is
independent on Cpo2, because the protein levels of Pmpl
remained unchanged in the absence of Cpc?. Regardless, the
identification of the complete subset of mMRNAs whose trans-
lation is positively regulated by Cpc? (besides those de-
scribed here), may deserve follow-up investigation. Our re-
sults provide for the first time strong evidence that a
RACK -ty pe protein functions from the ribosome to control
the magnitude of the activation of MATFK cascades, the
cellular defense against oxidative stress, and the progression
of the cell cycle, by regulating positively the translation of
specific genes whose products are involved in key biclogical
processes. On the basis of these data, we anticipate that
some of the previously described biclogical functions of
RACKY in mammalian cells might be linked to its function
as a putative translational regulator.
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Capitulo ll:

Cpc2 regula la transicién G,/M del ciclo celular






1.-Cpc2 COMO REGULADOR DEL CICLO CELULAR

Las células de Schizosaccharomyces pombe carentes de cpc2’ presentan un claro

incremento del tamano en division (McLeod ef af, 2000; Figura RII1), 1o que sugiere la

existencia de un retraso en la transicion G del

ciclo celular. Sin embargo, el ortdlogo de Cpc? en Control Acpc2

células humanas, EACKT, regula la transicion G4/
modulando la actividad de la quinasa Src. Asi, la
sobre-expresion de RACK T induce un blogueo en la
fase GpfG4 porinhibicidn de Sre (Chang sf af 1998,
Mamidipudi =f &/, 2004), mientras que una 13,9+ 0,46 16.1 + 055

reduccion en la expresion de RACK1T acelera la ,
Figura RIL1.- Morfalogla eelular y tamafe en divislén,

transicion hacia la fase & (Mamidipudi ef af, 2004; | Lascepas MM2 [contio )y ANDDZ [Aepe?) se ol bvaron en
' ' med o YES hasta fase exponenca temprana v Se tomaron

ver |ﬂtrOdLJCCi(fJF"I:I. Dado el diferente DEID8| que fotografias de a= ce uas tras a tncon con banco de
cacofdor. E tamafio en dvson se expresa en gm £ Eror

parece realizar RACK1Y/Cpc2 en la progresion del ““'“"f”-

ciclo celular segun el modelo estudiado, decidimos profundizar en el estudio de Cpc2 como un

regulador del ciclo celular en 5. pombe.

1.1.- Cpc2 regula de manera positiva la transicion G,/M del ciclo celular

El primer paso para abordar este estudio fus analizar el papel de Cpc? durante la
progresion del ciclo mitdtico. En las células eucariotas, la guinasa Cdc2/Cdlk1 es la principal
responsable de la transicicn G« del ciclo celular (ver Introduccion). Su actividad se encuentra
regulada fundamentalmente por la fosforilacion del residug de tirosina-1% (Tyr”), gue mantiene
ala quinasa en estado inactivo durante la fase Gz (Russell v Murse, 1987, Gould v Murse, 1989,
Lundgren &f af, 1991), v gue es desfosforilada al entrar en mitosis por accién de la fosfatasa
Cdc2b [(Russell v Murse, 19868, Millar ef g/, 1991}, Portanto, decidimos examinar los niveles de

fosforlacion en Tyrﬁde Cdc? alo largo del ciclo celular en presencia v ausencia de Cpc2.

i_on este objetivo, empleamos las cepas control PPG148 (ode25-221 v mutante AN-
CC18 (Acpc? odo?2b-22), que expresan un alelo termosensible de la fosfatasa Cdc2b (cdo25-
22), lo que permite sincronizar los cultivos en fase G, tras bloguear el ciclo incubando a las
células a temperatura restrictiva (37°C) durante 3,5 horas. Después de transferir los cultivos a
una temperatura pemisiva (25°C) monitorzamos la progresion del ciclo celular en ambas
cepas. Se tomaron alicuotas de los cultivos a distintos tiempos v se realizaron preparaciones

para determinar la fase del ciclo en la que se encontraban mediante microscopia de
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fluorescencia (tincion con blanco de calcoflior v DARPL, ver Matenales v Métodos) Al mismao
tiempo, recogimos muestras para analizar la fosforilacién en Tyr'™ de Cdc2 mediante
experimentos tipo Wastarn. Como muestra la Figura R11.2, en las células carentes de cpe?” |a
desfosforilacidn maxima de Cdc? se observd alrededor del minuto 150 post-blogueo, lo que
supone un claro retraso comparado con la progresion mitdtica de la cepa control

(desfosforlacion maxima entre 90-110 minutos).

1] 30 0 TO 90 110 130 150 170 190 210 230 280 270 290 min,

h"'“-—-_ l s ——— i ———. A, o, So— A ST Cdc2 (pTyrt)
cde25-22

T et o sttt o s+ —— e

~ l
T A G i S i R e e . Cde2 (pTyr's)

Acpe2
cclc25-22

B | Cdc2

-

(=

=]
]

B coc25-22
O Acpc2cdc2s-22

i}
=
|

40
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4 -
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20

BO

60 n
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o 3 80 70 90 110 130 150 170 190 210 230 2560 270 290 min.

% Células binucleadas

Figura RIL2.- Cpe? regula de manera positiva la translelén GoM del elele eelular. Las cepas PPGA4E [cdef5-22, contro ) y AN-CC1R [eoefs-
22 Avpe?y se cubvaron en med 0 YES a 25°C hatta O Ogee= 0,3, Loz cutwos ¢ s neron Zaron enfase Ga por ncobac bn a 370 duranke 3.5 by
despues se devo weron a temperatura perm Sva [28°C) para montor Zar ¢ coo cedar. & of tempos nd cados =e recod eron aicuotas de os
cubwos e procesamn y ¢ grado de fosfor ac on de Cde? se detects por nmunodetece on emp eando un ant cuerpo ant-Cde2-pTyr'S a cant dad
tota [contro de carga) se determno medante un ank clerpo ant-Cdc2. Los pane es nfer ores muestran @ porcentae de o8 o as sepradas, c# U as
b nuceadas v e grado de foefor acon en Tyr'S de Cde2 de contro [mly de mutante Acec? (o).
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Ademas, el porcentaje maximo de células septadas v binudeadas también aparece

retrasado en el mutante Acoc? odc?25-22 en relacidn a la cepa control (Figura REILZ). En

conjunto, estos resultados demuestran que las celulas Acoc? presentan un defecto en la

transicidn G del ciclo celular,

1.2.- Cpc2 no regula la transiciéon G/S del ciclo celular en S. pombe

iZomo se menciono anterormente, en celulas humanas RACK T promueve la transicion

iz atraves de Sro (Chang efaf, 12938 Mamidipudi ef &/, 2004 ver Introduccidon). Aungue |os

resultados anteriores definian a Cpc2 como un regulador de la fase G./M, guisimos tambign

analizar su posible implicacidon durante la transicion G/S de ciclo celular.

Fara ello disefiamos una
serie  de  experimentos  con
estimes que expresan un alelo
termosensible de Cdc10 (odeT0-
1287, un factor de transcripcion
necesano para la induccién de
genes implicados en la
progresion durante la fase S del
ciclo celular (Murse ef af, 1876,
Lowndes ef g/, 1992} Las
cepas 326 (cdoT0-T25 control) v
AN-ZC10 (odfe?0-120 Acpe?) se
cultivaron en medio YES hasta
fase exponencial temprana v se
sincronizaron en fase Gy
incubando  los  cultives &
temperatura  restrictiva  (37°C)
durante 4 horas. Tras este
tiempo, los cultivos sa

transfirieron de nuey o a

Tiempo
freving G1 G2 G1 G2
- /L‘ |
o PPN A
mﬂ/\
60 /\
g
N e LA T
TR T e
Contm] dcpci_'
{edcU-124) {cdc10-129)
FLUORESCENCIA(IP)

Figura RIL3.- Andllsls de |la ranslelén GJS por eltemetrla de fluje. Las cepas 326
[eged 0725, contro ) v AN-CCID [edef0-T28 Arpe2) oo cubvaron en med o YES a 25°C
hasta 0.0.gn= 0,3, Los cubtvos se sncron Zaron en fase 5, por ncubacon a 3vc
durante 4 n v se devoweron atemperatuia perm Sva [25°C) para montorzar @ ©Co
ceuar. A ostempos ndcados e recog eion aicuotas de oS cubwvoE v as mMuegras e
ana zaron por ctomektia de Fujo.

temperatura permisiva (25°C). El analisis por citometria de flujo de las muestras tomadas

d

distintos intervalos de tiempo reveld gue la cinética en el incremento del contenido de ADM de

1C a 2C durante la transicidon G4/S fue similar en ambas estirpes (Figura E11.3), lo que sugeria

que, en principio, Cpc? no participaria en la regulacion de esta fase del ciclo celular.
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G0 -
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504 ¥ Acpod

% CGelulas positivas para Mcmd4-GFP
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GFP

Mcmd-GFP

Memd-GFFP
Acpc?

Figura RIL4.- Ensayes de unlén a eromating /n sis de Memd durants
la translelén GJ%. Lac cepas AN-CC21 [eded -9 25 mermd-5FP, contro,
&)y AN-CE22 [eehed O-728 memrd-GFP Acee? ) e cutvaron en med o
WES a 25°C nada O0.0gge= 0,3, Los cutwos g2 = ncron Zaron en faze G,
por ncubacon a 370 durante 4 by se devowveron a bemperatura
perm swva [25°C) para montorZar e cco cedar. A ostempos ndcados
Se (eCoy eron aicuokas de 0% cuLvos, 58 procesaron ¥ as o uas fueron
tefidas con DAP  para estab ecer por moroscopia de fuorescenca e
porcercge de ceéuas con Momd undo a cromatna [posk vas para GFP en
e ndceo). Las magenes de pane nferor fueron tomadas en e m nuto 60
degpues de brangferr oz cutvos atemperatuia perm gva.

Para confirmar este resultado
realizamos dos expenmentos  distintos.
En primer lugar estudiamos la cinética de
unian a la cromatina durante esta fase del
ciclo celular de Mcmd, un factor gue
forma parte del complejo de pre-
replicacion (pre-RC) implicado en la
duplicacién del ADM durante la fase 5
temprana (Coxon ef af, 1992 Trabajos
anterores hahbian demostrado gue en 5
pombe la union de Mcomd a la cromatina
durante la anafase B es muy estable,
siendo desplazado del ndcleo conforme
avanza la replicacion del ADM durante la
fase S (Kearsey af af, 2000) For todo
ello constituye una herramienta muy Otil
para investigar la cinética de la transicion
G445 en diferentes condiciones. Los
cultivos de las cepas AN-CC21 (ocdofO-
128 mem4d-GFP, control) v AN-CC22
(cdef0-129 momd-GFF Acpe?)  se
sincronizaron en fase G4, VY, UnNa vez
transferinos  a temperatura permisiva,

realizamos  un  seguimiento mediante

microscopia de fluorescencia de la unidn de Memd del complejo de pre-replicacién durante la

progresion hacia la fase 5. Como muestra la Figura Bl 4, la presencia de Mocmd-GFP en &l

nicleo (unidn estable a la cromatinag) fue maxima a los 60 minutos tanto en células de la cepa

control como en el mutante Acoc?, v disminuyd a partir de ese momento segln la cingtica

previamente descrita (Kearsey sf g/, 2000).

A continuacién determinamos el grado de fosforilacién en Tyr'™ de Cde2 durante la

transicion G4+5. Como puede observarse en la Figura RIS, tanto las células control como el

mutante Acpc? mostraron un incremento similar en el nivel de fosforilacion de Cdc? durante el

progreso de la fase 5, v de manera analoga a lo descrto en trabajos anteriores (Kovelman v

Russell, 1996). En conjunto, nuestros resultados confimman que Cpc? no participa en la

regulacion de la transicion G4/ del ciclo celular en 5. pombe.
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cdc10-129

Control Acpec2
0 30 60 90 120 0 30 60 90 120 min
W e A A e— - Cdc? )
(PTyr'")
_— e | Cdc2
UR: 1 1.2 1.6 16 1.8 1 12 1.4 1.6 1.8

Figura RILE - Mivel de fasforilaslén de Cde? durante |a translelén G5, Las cepas 326 [edef0-729, contio )
v AN-CCI0 [eghed 0925 AcpeZ) se cubvaron en medo YES a 25°C hasta 0. .0sewe= 0,3. Los cutvos se
Sacron Zaron enfase G, por noubacon a ATC durante 4 hy e devoy eion atemperatuia perm sva [25°C) paia
montorzar e cco cedar. & o0s tempos ndcados e recogeron aicuotas de oS cubvos, Se procesamn y e
grado de fosfor ac on de Cde? ge detectd por nmunodetece on empeando un antcuerpo ant-Cde2-pTyi's La
cant dad tota [contro de cargal se deberm nb med anke un ant cuerpo ank-Cde?.

2- Cpc2 Y LA RUTA SAPK NO INTERACCIONAN DURANTE LA

REGULACION DE LA MITOSIS

Los resultados descritos en el Capitulo
negativamente el grado de activacion de las
rutas de MAP guinasas de integridad celular
v de respuesta a estrés. En 5. pomrhe, la ruta
SAPK v osu efector la MAFP gquinasa Sty
participan en la regulacién de la entrada en
mitosis, de modo que los mutantes carentes
de siyT™ presentan un mayor tamafio en
division gue el control (Shiczaki v Russell,
1995). La

progresion mitdtica tiene lugar al menos a

regulacién de Sty1 sobre la
dos niveles: 1) mediante la fosforilacidon de la
Polo guinasa Plo1 en el residuo Ser??, vy
promoviendo su movilizacion al compusculo
polar del huso mitdtico ("sSaindle Pofe Body”,
SFE) donde modula la actividad de Cdc? a
través de Cdcih v Weel (Petersen v Hagan,
2005% v i) uniendose v fosforilando a Srikd,
una proteina de la familia de las MAPKAR

quinasas de tipo 2 que controla la entrada en

| de esta Memoria demostraron gue Cpc2 regula

A

Asty1

Asty1 Acpe?

1672 0,75 21,2+ 0,89

wis 700 Acpc2 wis10D

11,8 £ 0,61 151+0,82

Eigura RI|6.- Eplstasla entre Cpe? y la ruta SAPK. Las cepas
M 204 [asfyfhy AN-CCI120 [Asf? sopes) [B) W TOD [wisi™) v AN-
CUROD [wisd™ Arpc?) (B} ce cutvaron en med o YES hactta faze
exponenc a kemprana y e tomaron fotoyrafias de ag of uasbias a
tnconcon banco de cacof dor E tamaiio en dwv g on ge expresa en
yim + Erior estandar.
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mitosis fosforilando e inhibiendo a la fosfatasa Cdcii (Lopez-Aviles sf af, 2005%). Asi, las

ceélulas Asty? muestran un tamarfio mavor en division como resultado de un retraso en la

transicion GaMd (Figura RI1LBA). Por el contrario, las células de los mutantes que expresan una

versién activa constitutivamente de la MAPKK Wis1 (wisT5%) entran en mitosis prematuramente

y se dividen a un tamario celular menor debido a la hiperactivacion de Styl (Shiozaki ef af.,

1998) (Figura R1I 6B).

Sin embargo, v como muestra en la Figura RILE, la delecidn de cpc?” produjo un

incremento adicional en el tamario en division de los mutantes Asfy? o wiz 1%, 1o gue sugiers

que el control de Cpc? sobre la progresion &M del ciclo celular es independiente de la funcion

de la ruta SAPK durante la mitosis.

3- INTERACCION ENTRE Cpc2 Y LOS REGULADORES DE Cdc2

Control

cdces-22

Acpe2 cde25-22

Control
cog25-22
Acpe2cdees-22

B

cdc25-22 Acpe2 cdc25-22

20,1 + 1,01

25,0+ 1,76

Figura RILT .= Cpe? regula el elele eelular de manera Independlente de
Cde25. (A} Las cepas MM2 [conkio ), PPG14E [roe25-22) v AN-CC1E [cefo25-
22 Arpe?y me cubtvamon en medo YWES hasta faze exponenca. A
contnuac bn, s¢ AocUaron 8icuokas conken endo 104, 10%, 107 0 10" et as
en pacas de medo YES. Las p acas fueron Fotograf adas tras 3 dias de
ncubacon a 289C, J0°C, 349C o A7C. (B} Las cepas PPG 14 [ceel5-22) v
AM-CCI1E [coe28-22 Acpe?) se cutvaron en medo YES hasta fase
exponenca temprana y Se tomaion fotografias de as cedastras atacon
con banco de cacof dor. E tamafio en dvsion e expresa en gm x Error
estandar.

DURANTE LA PROGRESION
G,/M

En wista de Ios resultados
anteriores decidimos  centrar nuestra
atencion  sobre los  elementos  que
modulan de forma directa la actividad de
Cdc? durante la progresién mitdtica.
Como ya se ha comentado, el grado de
fosforilacion de Cdc2 en Ty es
regulado de una manera antagdnica por
la fosfatasa Cdc2i v la quinasa Yivees
(wer Introduccidn), por lo gue nuestro
siguiente paso consistio en explorar la
posible relacidn funcional entre Cpc2 vy

ambas proteinas.

3.1.- Cpc2 regula el ciclo celular

independientemente de la
fosfatasa Cdc25
El analisis comparativo  del

crecimiento a distintas temperaturas de



cepas portadoras del alelo termosensible coe?28-22 reveld que la delecidn adicional del gen

coe?t incrementaba de manera
significativa tanto la
termosensibilidad (Figura
RIL7A) como el tamarfio celular
en division (Figura RILYB) o
gue sugeria que Cdc2d no es
diana de Cpc?2 durante la

regulacidn de la transicion Ga/M.

Esta sospecha fue
confimada cuando empleamos
cdc2-3w

Aodc25, en el gue la mutacién

un  fondo  genético
coc?2-3w en Cdc? convierte a las
células de 5 pombs  en
insensibles a la ausencia de
Cde2s 19581).

puede apreciarse en la Figura

(Fantes, Como

RI1.8, las células del mutante
cdo?-3w Aodc?5

incrementaron su sensibilidad a

Acpr?

30°C

25°C

cdc2-3w Acdc2s
Acpe? cde2-3w Acdec2b

37°C
cdc2-3w Acdc2d
Acpe2 cded-3w Acdc2s

B

cdec2-3w
Acdc2h

cdc2-3w
Acpe? Acdc25

17,4+ 0,93

25,8 + 255

Figura RILE.- La termosensibllidad v el tamafe en divislén de las eélulas se
Ingrem entan al deleslenar ¢l gen :pcf en un fende genddes cofed-fv Accle 25 [(A)
Lat cepas FY16230 [ede?-3w AcoeZB-22, contio )y AN-CCY [ede2 3w Avde2d Aree?) ce
cutvaion en med o YES hasta face exponenca . A contnuac on, %¢ NOCU &N & icuokas
conten endo 100, 10%, 107 0 10" céuas en pacas de medo YES. Las p acas Fueron
fotograf adas tras J dias de ncubacon a 25°C, 30°C, H°C o A7C. (B Las m smas cepas
e cutvaron en med o YES hacta fase exponenc a tempranay Se tomaron fotografias de
asceuaskras atnconcon b anco de ca cofdor. E tamaitio en dv s bn se expresa engm
+ Erior estandar.

la temperatura (panel A) v el tamarfio en division (panel B) en comparacion con la cepa control

coc?2-3w Acde2b Estos datos indican que Cpc? no regula la actividad de Cdc? por medio de

Cde2s.

3.2.- Cpc? regula la entrada en mitosis por medio de la quinasa inhibidora del

ciclo celular Wee1

A continuacion centramos nuestra atencion sobre la guinasa Weel, que es el principal

regulador negativo de la actividad de Cdc2. Para analizar la posible epistasia de Cpc2 con este

elemento procedimos de manera andaloga al caso anterior, estudiando el tamano en division de

en distintos fondos genéticos defectivos en la actividad de Weel.
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cdc2-1w

Acpec2 cde2-1w

9556 +111 95+0.,82

35°C

wee 7-50 wee?-50 Acpc2

7.0 + 0,54

71+0,45

Figura RILS. = Cpe? regula 2l elele colular a través de Weel
Laz cepag FYT2BT [cocZdw) vy AH-CC [ede?dw Acpc?) (A
F7710E [wees -50) v AN-CCS [weed-E Acec?) (B =¢ cubvaion en
medo “ES hagta fage exponenca temprana v % tomaron
fotografias de as céuasbras a tncbn con banco de cacof dor. E
tamafo endv s on se expresa endm + Ecror estandar,

iZomo se observa en la Figura RIIL8A,
las celulas del mutante cdo2-Tw Acoc? no
mostraron un incremento significativo en el
tamario en divisién al comparadas con las del
mutante sencillo cdc?2-Tw, que poses UNa
vaersion de cdeo? insensible a la  accidn
inhibidora de Wvee1 v que, por tanto, muestra
un fenotipo wee (Nurse v Thuriaux, 19807
Confirmando  estos datos, el tamarfo en
division de la cepa FY7 108, que expresa una
mutacion termosensible de wee? (weal-50;
1975),
significativamente par la delecidn simultanea
de coc?® (cepa AM-CCS; Figura RII.9E). Por

tanto, nuestros resultados sugieren que Cpc?

Murse, tampoco se vio  afectado

regula la progresion del ciclo celular por

medio de VWeel,

4.- Cpc2 REGULA DESDE EL RIBOSOMA LA PROGRESION DEL
CICLO CELULAR A NIVEL TRADUCCIONAL

iZpc? es una proteina ribosomal que en 5. pombs regula positivamente la traduccion de

ARMN mensajeros especificos (Shor ef g/, 2003). Los resultados obtenidos en el Capitulo | han

demostrado gue algunos de estos mensajeros codifican proteinas implicadas en la regulacion

de |la actividad de las MAP quinasas o en la defensa celular frente al estrés oxidativo, v gue la

presencia de Cpc? en el ribosoma es esencial para llevar a cabo esta regulacion.

Faor ello decidimos estudiar el efecto de la version mutante de Cpc? incapaz de

asociarse con el nbosoma CpcZiDE) sobre el ciclo celular. En la Figura REIL10 se observa

cémo, de forma similar al mutante carente de cpc2®, las células gue expresan la version

mutante Cpc2(DEFGFP entran en division a un tamaro mayor gue en el control (Cpc2-GFF), lo
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que sugiere que la unidn i wive de Cpc? al ribosoma es critica para un

tamario celular durante la transicidn Gahd.

control adecuado del

Acpe2
cpca-GFP:eut

Acpe2epe2-
(DE)-GFP:leut

Acpcz

16,1+ 0.55 145+ 045 16,3+ 0,53

Eigura BRIl 10.- La unlén de Cpe? al ribosema o5 erftlea para la regulaclén del
¢lele eelular. Las cepas ANDD2 [AepeZ), AHDTT [Acpe2 cpel2SFP et ) v ANDT2
[Arpe? epeZDE)GFPTeRT) se cutvamon en medo YES hata fase exponenca
temprana v Se tomaron fotografias de as céuas bras a tnebn con banco de

ca cof doi. E tamafio en dw zion e expresa en pm £ Eiror estandar.

4.1.- Cpc2 regula negativamente los niveles de Wee1

Fuesto que la regulacion del tamarfio en division por Cpc2 reguiere su union al

ribosoma, nos planteamos la posibilidad de gue Cpc2 regulase la progresion del ciclo celular

modulando  la traduccién  de
VWieel, Dado gue VWeel inhibe
el avance del ciclo celular de
forma dosis-dependiente
(Murse v Thuraux, 18980), los
resultados obtenidos podrian
explicarse si los niveles de
VWieel se vieran incrementados

en ausencia de coc2”.

Fara responder a esta
cuestion realizamos un analisis
comparativo de los niveles de
proteina de ‘Weel v Cdc2d
(expresados Ccomo versiones
fusionadas a
HA v HABH,

respectivamente), en cultivas

genomicas

epitopos  de

Cdc2

U.R: 1 1.1

Figura RIL11.- Cpe? regula los
nlveles de Weel pers no de Cde25.
[A) Las cepas FM-23 [eocZbSHA,
contio ) y AN-CC20 [eoe?SHA Acpr2)
e cutwaron en medo WES hasta faze
EXPONEnc a W Cdc25-Ha fue
nmanopiecp tado v detectado  por
nmdnodeece on emp eando un
antcuerpo ant-HA. Como conbio de
rarga Se emp eo un ankcueipo ant-
Cdc?. [B) Las cepas 10B1 [weed-2HA,
veafrof v AN-CCE [weed 3HA Avpe?)

e cutwaron en med o YES hada faze exponenca y Weel-JHA Fue nmunoprecp tado y
detectado por nmunodetece on empeando un antcuerpo ant-HA. Como contro de carga
e empeb un ant cuerpo ant-Cded. (C) Las cepas 1081 [weed-3HA, confrol v AN-CCB
[weet-FHA Acpe?) se cubvaion en medo YES hasta fase exponenca Cemprana. A
cont nuac on se exbao e ARN tota, se desnatura 2o v se trandfr b @ membranas de nyon
paia h br dar ag con una sonda de wee?™ marcada con P [ge emp ed fewd™ como contio de

carga).

Cdc25-HA

Wee1-HAGH

Cdc2

UR:

143



de la cepa control v el mutante Acoc?. Los niveles de Cdc?2% no se vieron afectados de manera
significativa en ausencia de cpc?® (Figura RIL114). Sin embargo, v confirmando nuestra
hipdtesis, si observamos un incremento evidente en los niveles de VWee1 en el mutante Acoc?
comparado con el control (Figura RI1L11E). Ademas, dicho incremento no fue conseclUencia de
un aumento en la expresion del ARN mensajero de wee T (Figura RI1.11C), lo gue sugiere que

Cpc? regula negativamente la expresion de Weel a nivel traduccional.

Ln trabajo previo habia demostrado que VWee1 es esencial para el blogueo del ciclo
celular en G. gue experimenta 5. poimbe en respuesta a la inhibicidén parcial de la sintesis

proteica en presencia de cicloheximida (CHX), wa que en estas condiciones se produce un

incremento  significativo

Control Acpe2 en los niveles de Yeel
+CHX #CHX (Suda ef af, 2000}
0 1 z 3 o 1 i h

Curicsamente, el pre-

Wee1-HAGH tratamiento  de cultivos

del mutante Acoc? con

e e | O (0D cicloheximida incremento

1 12 13 18 7 23 32 25 de manera adtiva el

Figura BIL1Z.- El watamlents eon eleloheximida Inerementa de manera adithva los nlveles de
Weeal e o murante Acpe?. Lac cepas T0B1 [wee?-3HA, contro ) v AN-CCE [wee! 3HA Avpes) e
cutvaron en med o YES hasta fase exponenca y Se trataron con 20 yafm de ccohexm da. & oS
tempos ndcados =6 recogeion aicuotas de 0% cubvos y Weel-HA fue nmunopiecptado y
detectado por nmunodetece bn emp eando un ant caeipo ank-HA. Como contro de carga =& emp eb
un antcderpo ank-Cde.

contenido an Yifea
(Figura  RIL12).  Ello

sUgiere gue la regulacion

de Cpc2 sobre VWeel es
independiente del mecanismo de inhibicidn de la sintesis proteica provocado por dicho

antibidtico.

4.2.- Los niveles de Cdr2, un inhibidor de Wee1, estan reducidos en el mutante

nulo Acpc2

En 5 pombe, la aclividad de Wyeel es regulada negativamente por dos proteinas
quinasas. Cdr2 v Cdri/Mim1 (Coleman ef &/, 1983, Parker af &/, 1993; WU v Russell, 1983;
Kanoh v Russell, 1998; Breeding &f &/, 1998) (ver Introduccion). Recientemente se ha descrito
que Pom?1, una guinasa pereneciente a la familia DYR ("Dual-speciicity tvrosivelY)-
phosphorylation Regulated Kinase'), fosfonla e inhibe a Cdr2 de manera dosis-dependiente
para coordinar el momento de la entrada en mitosis a un tamano celular adecuado (Moseley ef

al, 2009; Martin v Berthelot-Grosjean, 2008). Puesto que los niveles de VWeel se encuentran
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elevados enlas celulas Acpc? nos planteamos la posibilidad de que los niveles de proteina de

Fom1, Cdrl o Cdr? pudieran también estar alterados en este mutante.

Como puede observarse en la Figura RIL13, |la delecion de cpe2® no alterd de manera
significativa los niveles proteicos de Pom1 (panel &) ni de Cdrl (panel B), expresados comao
Yversiones gendmicas fusionadas a los epitopos GFFP o HAEBH, respectivamente. Sin embargo,
el mutante Acpc? mostrd una reduccidn clara en los niveles de la quinasa CdrZ (expresada
como una version genomica fusionada al epitopo HASBH), en comparacion con la cepa control
(Figura RII.13C). Este descenso también es apreciable en las células gue expresan la version
no-fbosomal de Cpc? (Cpo2-(DEFGFP) (Figura RI1L13C). De nuevo, el analisis de los niveles
de ARMN mensajero no reveld cambios significativos de expresidon entre el mutante Acoc? v la

cepa control (Figura RI1.1307.

Wi S Cdrl-HAGH

o, cde2
UR 1 1 UR 1 1
C K D
q 4
5 X e
‘-‘.‘-‘50 Q("q' QT.G Cf-l":?
< W P K

[ . e | <Clr2-HAGH
S cdri*e»

Cdec2

U.R.: 1 03 11 0.8 UR.: 1 1 1 14

Figura RIL13.- Les nlveles de Cdr2, un Inhiblder de Weel, estin redueldes en ol mutante Acpel. (A} Lac cepas MM-TE
[pom?FFP, contio ) v AN-CCIS [pomd -GFP AcocZ) se cubtvaron en medo TES hacta faze exponenca y Pomi-GFP fue
nimunoprec ptado y detectado por nmunodetece on emp eande un antcuerpo ant-GFP. Como contro de carga =e emp eo un
ant cuerpo ank-Cdez. (B} Las cepas LWTIT [mimn?-HABH, contio )y AN-CC15 [ HAGH Acer?) 56 cubvaron en med o WYES hasta
fase exponenca v N m1Cdil-HA fue nmunoprec ptado v detectado por nmunodetece dn emp eando un antcderpo ant-HA. Como
contio de carga Se emp eo dun ank cuerpo ant-Cde2, (C) Las cepas JE2I10 [eer2HABH, contro ) v AN-CC24 [edfZ2HABH Acped) ce
cubtvaron en med o YES haga fase exponenca vy Cdr2-Ha fue nmunoprec ptado v detectado por nmunodetecc on emp eando un
ant cuerpo ant-HA, Como contio de carga Se emp ed o ant cuerpo ant -Cdc2. (D) Las cepas WY [miend -HABH, contro )y AN-
CCAS [rind -HA BH Acoe2) JE2310 [edrZ2HA6H, contro ) v AN-CC2d (o2 HABH Acpe?) = cutvaron en medo YES hasta facze
exponenc a kemprana. & contnuac bn e extiao ¢ ARM tota, e desnatura zb y ze btransfr b & membranas de oy on para hordarag
con sondas de aird Veard™ o edr, respectvamente, marcadas con 2P [ge b zb fewd™ como contio de cangal.
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Los resultados obtenidos hasta el momento sugerian gue la disminucidn en los niveles
de Cdr2 en el mutante Acpc? podia ser la causa del incremento en el contenido de Wyee 1 v &l
consiguiente retraso en la transicion GaMl. Si esta hipdtesis era comrecta, la delecion conjunta
de coc2t v odr2® no deberia provocar un incremento en el tamario en division de los mutantes
sencillos. Contrariamente a lo esperado, el estudio del tamario en divisidn reveld gue las
células de los mutantes Acdr? Acoc? v AcdrT Acdr? Acpc? presentaron un mayor tamario en
division gue los mutantes Acdr? o Acdr? Acdr? (Figura RII14Y. Asimismo, las células del
mutante Apomd, gue se dividen con un tamano reducido debido a la ausencia de regulacion
negativa sobhre Cdr? (Moseley ef 2/, 2009, Martin vy Berthelot-Grosjean, 2008), incrementaron

su tamario en division en ausencia de coc2® (Figura RI11L14 ).

En conjunto, nuestros resultados sugieren gue el defecto en la transicion Ga/M del
mutante Acpc? es consecuencia, por una parte, del incremento en los niveles intracelulares de

Wieel vy, porotra, del descenso en la cantidad de Cdr2.

Acdr2 Acdri Acdr2

20,1+ 0,83 20,2 + 0,88

Acdr1 Acdr2
Acpc2

121+£133

Acdr2 Acpe?2 Apom1 Acpe2

24,1 +1,0% 238+098 13,5+£096

Figura PRIl 14.- La deleelén de cpe2” Inerementa ol tamafe en divisién de manara aditiva
e 8% murantes accr?, ArimT Acdr? v aporm!. Las cepas JE2240 [Acors), AN-CC12 [Acore
Avge?) JE2241 [Amirn? Aceh?), AN-CCI1A fAwimd Aedf? Acped) TSI japemd) v AN-CC2T
[apomd AcocZ) e cubtvaron en medo YES hasta fase exponenca temprana y =e tomaron
fotografias de as céuastras atncbn con banco de cacof dor. E tamafio end wvebn 5e expresa
en pm = Eror estandar.
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Runningtitle: Cpc2 control of cell cycle progression

In the fission yeast Schizosaccharomyces
pombe, Weel dependent  inhibitory
phosphorylation of the highly conserved
Cdc2/Cdkl kinase determines the mitotic
onset when cells have reached a defined size.
The Receptor of Activated C Kinase
(RACK]1) is a scaffolding protein strongly
conserved among eukaryotes which binds to
other proteins to regulate muktiple processes
in  mammalian cells, including the
modulation of cell cycle progression during
G1/8 transition. We have recently described
that Cpc2, the fission yeast ortholog to
EACK]1, controls from the ribosome the
activation of MAFK cascades and the cellular
defense against oxidative stress by positively
regulating the translation of specific genes
whose products participate in the above
processes. Intriguingly, mutants lacking
Cpc2 display an increased cell size at
division, suggesting the existence of a specific
cell cycle defect at the G2/M transition. In
this work we show that protein levels of
Weel mitotic inhibitor are increased in cells
devoid of Cpc2, whereas the levels of Cdr2, a
Weel inhibitor, are downregulated in the
above mutant. On the contrary, the kinetics
of G1/8 transition was virtually identical
both in control and Cpc2-less strains. Thus,
our results suggest that in fission yeast
Cpc2/RACK] positively regulates from the
ribosome the mitotic onset by modulating
both the protein levels and the activity of
Weel. This novel mechanism of translational
control of cell cycle progression might be
conserved in higher eukaryotes.

Cell reproduction involves the passing through a
series of events collectively known as the cell
cycle, which consists of alternative stages
mvaolving DMNA  replication (2 phase),
chromosome segregation and nuclear division
(mitosis), as well as cell division (cytokinesis).
Entry mto mitosis 15 mduced by the actwation

of a cyclin B-bound Cdc2/Cdkl kinase, which 13
highly conserved among eukaryotic cells (1) In
the fission veast Schizosaccharomyces pombe,
the inhibitory phosphorylation at a conserved
tyrosme 15 (Y15) in Cdc? regulates its kinase
activity that determimes the mitotic onset and
the start of diwision when the cells have reached
a defined size (23 The kinase WWeel
downregulates  Cde2 by  mhibitory Y15
phosphorylation, which is reversed by Cdc25
phosphatase, leading to Cde2 activation and
triggermg of mitotic entry (3-6). Consequently,
fission yeast cells lacking Weel activity enter
mitosis before reaching a critical size to produce
two small daughter cells (7). On the contrary,
mutants in Cde25 enter mitosis at an increased
cell size, indicating that the activities/levels of
both Cde25 and Weel must be tightly regulated
to provide an accurate control of the mitotic
onset. In fission yeast, Weel 15 in tumn
phosphorylated  and its  activity negatively
regulated by two SAD famuly kinases, Nl
(also know as Cdrl, 8-12% and Cdr2 (13,143
Fecently, it has been described that gradients
from the cell ends mvolving the DYRE-family
kinase Pornl play a key role in the control of the
progression of the cell cycle by coupling cell
length  to  G2M4  transition  through
phosphorylation and negative control of Cdr2
activity (15,162

FACK] (Receptor of Activated protein C
Einase), a member of the large farly of
proteins with WD repeats, 15 a 36 kDa protein
homologous to the P-subunit of heterotrimeric
F-proteins and highly conserved m eukaryotic
organisms (17) FACE] was inttially described
by itz ability to mteract with distinct protein
kinase C 1soforms. Further studies have shown
its role as a scaffeld which mediates crosstalk
between various signaling pathways by binding
i viva to other proteins and regulating multiple
biological processes likze MAPE  activation,
anglogenesis, tumor growth, neuronal response,
apoptosis, chromatin remodeling, and proper



function of the circadian clode (17-20) Cpe2,
the fission yeast RACK] ortholog, was
wdentified through its action on protem kinase
Ranl/Patl, which controls the transition from
mitosis to meiosis (21) Motants lacking Cpc2
show several characteristic phenotypes like
defective sexual differentiation under nitrogen
deprivation and sensitwity to different stresses
(21,22). Interestingly, RACK1/Cpc2 proteins
are structural components of the 408 ribosomal
subunit (23-27), located in the promimity of the
mEMNA exit channel and in close contact with
the binding surface of the &lF3 complex (Z7). In
this context, we have recently described that in
fission yeast Cpc2 functions from the ribosome
by postively regulating the translation of
specific mEMAs, like those encoding Pypl and
Pyp2 tyrosine phosphatases, which control the
magritnde of the activation of Pmk1 and Styl
MAFPKSs, and the function of transcription factor
Atf1, which regulates the global transcriptional
response against stress (22) These results
support  that RACEL/Cpc? may provide a
platform for the translation of specific subsets
of mRNAs involved in key cellular processes
(22,25).

Ancther  relevant  biclogical function of
FACEL/CpcZ 135 related to cell cycle control
For example, in the parasite Trypanosoma
brucel, TRACE. (FACE] ortholog) participates
in the control of the final stages of mitosis and
cytokinesis (28). Also, genetic and biochemical
approaches have shown that RACE ] negatively
regulates cell cycle progression at the G1/3
transition in marmmalian cells by suppressing
the activity of Bre, a non-receptor protein
tyrosine kinase that plays a multiude of roles in
cell signalling, and Sre-mediated cell oycle
regulators in 31, thereby promoting a delay of
entry into 2 phase (29,30). However, fission
yeast mutants lacling Cpel display an moreased
cell size at division, suggesting the existence of
a specific cell cycle defect at the G2/
transition (213 In this work we have taken
advantage of 5. pombe as a suitable model to
wdentify molecular mechanisms related to cell
cycle and we show that Cpc2 is a key element
mvaolved m the regulation of the mitotic onset in
this organism.

Experimental procedures
Strais and growth conditions- The 5. pombe

strains (see Table 1) were grown with shaking at
28°C 1n etther YES or EMIZ mednum (34) with

2% of glucose, and supplemented with adenine,
leucine, histidine or uracil (100 mgfliter, Sigma
Chemical) depending on  their particular
requirements. In experiments performed with
cdc25-22 or cdol0-129 thermosensitive mutant
strains, the cells were grown 1n YES meduim to
an Ay of 0.2 at 25°C (permissive temperature),
shifted to 37°C for 3.5 h, and released from the
growth arrest by transfer back to 25°C.

Flow cytometry- Cells (107) were recovered by
centrifugation at 2000 xg for 5 min and fixed
with 1ml of 70% cold ethanol Cells were
rehydrated in 50 md sodium citrate, 0 1mgfml
EMazes incubated at 37%C for 2 h, and stained
with 4 pgiml propidmm odide. Cells were
analysed using a Becton Dickinson FACEort
cytometer equipped with CellQuest software.

In situ chromatin binding assay for Mem4- This
assay was performed followmg the protocol
described by Eearsey ef al (33), with slight
modifications. Briefly, the cells were recovered
by centrifugation (3000 xg for 1 min) and
resuspended m ZW buffer (50 mdd sodmm
citrate pH 5.6, 1.2 M sorbitol, 0.5 md
magnesium  acetate and 10 mdd DTT) plus
Jmgiml  of  zymoliase 50T (Beikagalku
Corpeoration), and permeabilized by ncubation
at 32 °C for 10 min. The cells were then washed
twice in Stop butfer (01 MMERS pH 6.6, 1.2 M
sorbitol, 1 mbkd EDTA and 0.5 mibd magnesmim
acetate) and resuspended in EB buffer (20 mbd
FIPES pH €38, 04 W sorbitel, 2 mbd
magnesium acefate, and 150 mhdd potassum
acetate plus specific protease mhibitar cocldail
obtained from Sigma) The cell suspensicns
were divided into two aliquots, one remained
unchanged and the other was treated with 0.02
volumes of Triton X-100 for 5 min at room
temperature.  Afterwards  the cells  were
recovered by centrifugation, resuspended first in
methanol, then m acetone, and finally observed
by fluoresecence microscopy (see below),

Gene disruption and epitape tagging- The gpe2”
null mutants were obtained by entire deletion of
the corresponding coding sequence and its
replacement with the Fank cassette by PCE-
mediated strategy using plasmid pFA6Ga-Fank
as template (36). Mutant strains were obtamed
either by transformation (lithium  acetate
method; 34), or by mating and diploid selection
in EMAZ medium without supplements. Spores
were purified by glusulase treatment (37) and
allowed to germinate in EMDIMZ plus the
appropriate requirements. Correct construction



of strains was venified by PCE and Western blot
analyses {see below).

Assays of cell sensitivity for growth at different
femperafures- In plate assays, wild type and
rotant strains of S, pombe were grown in YES
liquid medium to an Agp of 0.6 Appropriate
dilutions were spotted per duplicate on YES
solid plates contaming 2% (wiv) bacto-agar
(Difcoy and incubated at either 25, 30, 32, 34, or
37 °C for 3 days and then photographed.
Defection of Weel, Cdc23, Paml, Cdrl and
Cdr2 fagged fisions- In all cases 30-40 ml of
culture were harvested by centrifugation at 4°C,
the cells washed with cold PEZ buffer, and the
yeast pellets mmediately frozen m liquid
nitrogen. Total cell homogenates were prepared
under native conditions as described (38,
employing chilled acid-washed glass beads and
lysis butter (1004 glycerol, 50 mbd Tris-HC1 pH
7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Nonidet NP-40, plus
specific protease and phosphatase inhibitor
coclktails for fungal and yeast extracts, obtained
from Sigma). The lysates were cleared by
centrifugation at 20000 =g for 30 min and
resolved in & to 12% BSD3-PAGE gels,
depending on the relative size of the fusion
praotein, and transferred to filters. The followmg
antibodies were employed m Western blot
experiments: rmouse monoclonal  anti-HA
antibody (Foche Molecular Biochemnicals, clone
12C A5y, rabbit polyclonal anti-Cde2 pY 15
antitbody  (Chernicon  Intermational), mouse
monoclonal  anti-GFP  antibody  (Roche) A
rabbit polyclonal anti-Cdk1/Cde? (PETAIR)
antibody (Upstate Biotechnology) was used as
loading control Immunoreactive bands were
detected employing anti-mouse or antirabbit
HEP-conmjugated secondary antibodies (Sigma
Chernical) and either the ECL {Armersham
Biosciences) or Supersignal (Plerce) systems.
Naorthern Blof arnlysis- Yeast cells were grown
in TEZ medium to an Agp of 0.8 and volumes
of 50 ml of the cultures were recovered. Total
EI4A preparations were obtamned as previously
described and resolved through 1.3% agarose-
formaldehyde  gels.  Morthern  (RNA)-
hybridization analyses were performed as
reparted earlier (223 The probes employed were
amplified by PCR and included: a 0.8 Ebp
fragment of the wee!" gene that was amplified
with the 5'cligonucleotide TCTCTCCAT
TTGCATCEFEGC and the 37 oligonuclectide
AGGAGCGAGGATCEAACCTCA, a 1.5 Ebp
fragment of the nimi* gene amplified with the
5 oligonuclectide

GEGACGTCTATTTTGATTGCC and the 37
oligonuclectide
ATGETGAAGCGACACAMALAT, a 1.2 Ebp
fragment of the cdr2” gene amplified with the
5 oligonuclectide
FOACGEATTGTCETITGACGA and the 37
oligonuclectide  AGCAGCATCCAACGGGC,
and a 1 Kbp fragment of the lenl” gene
amplified  with  the 5" oligonuclectide
TCOTCOETCTTACCAGGAG  and  the 3
oligonuclectide CAACAGCCTTAGTAATAT.
For DMA labeling Ready-To-Go DNA labelling
beads (GE Healthcare) was used To establish
quantitative conclusions, the level of mEINAs
was determmed 1n a  Fhosphonimager
idMolecular Dynamics) and compared with the
internal control (erd ™ mEIAD.

Fluorescence micrascopy- To determine cell
size at division the yeast strains were grown m
either EMIWVZ or TES medium to an Agg of 0.5
and treated with Calcofluor white, which
specifically stains cell wall and septum (39). A
minimum of 200 septated cells were scored for
each mutant. Bi-nucleated cells were estimated
after DAPI stamning of nucler as described
previously (39 In the Mond-GFFP chromatin
binding assay, the Triton-extracted and non-
extracted cells were recovered in acetone,
resuspended in TBS buffer with 2 mMh CaCl,
and stained with DAPI The percentage of cells
with nuclear Momn4d-GFP in extracted versus
non-extracted cells was estimated. A Leica DI
4000B fluorescence microscope equipped with
a 100x objectwve was employed, the images
were captured with a cooled Leica DC 300F
camnera and IM50 software, and then imported
into Adobe PhotoBhop C23 (Adobe Systems).
Repraghicibility of reseidfs- All experiments were
repeated at least three times with simular results
Representative results are shown.

RESULTS

Cpe2  positively  regulates G2
tramsition during the cell cycle. S pombe
mutants lacking Cpc2 increased cell size at
division (Fig 14; 21,22) In eukaryotic cells,
Cdk1/Cde2 kinase activity 13 downregulated
during G2 phase of the cell cycle by
phosphorylation at T15 (23 We thus examined
the levels of CdeZ phosphorylation at T15
during the cell cycle in synchronized cultures of
strains PPG148  (cac23-22) and AN-CCI18
ledc25-22 cpe2A) after growth at 25°C to log-
phase, a shift to 37°C for 3.5 h to arrest cells in



32, and then incubation back to 235°%C. As
indicated in Fig. 1B, the lowest level of Cde2-
T15 phosphorylation in edc25-22 cpoZA cells
showed a delayed kinetics in comparison to
control cells (~150 min in cdo23-22 cpe2d cells
wersuz ~%0 minutes in control cells) The
maxzirmum percentage of bi-nucleated {entering
mitosis) and septated cells was also retarded in
the cdr25-22 cpeZA mutant, confirming a cell
cycle defect at G2, Interestingly, both the
thermosensitive phenctype and the increased
cell size at division were enhanced in the cdc2 5-
22 mutant by simultanecus deletion of gpe2*
(Figs 1C and 1D). Taken together, these results
suggest that m fission yeast Cpcl? positively
regulates G2/ transition during the cell cycle
by affecting the phospherylation status of Cdc2
kinase,

Crel does not regrilate G175 transition
i fission yeast. RACE], the Cpc2 ortholog in
higher eulzaryotic cells, regulates cell growth by
suppressing the activity of 3re kinase in G1,
therefore delaying entry into 3 phase (29,300
Conversely, downregulation of RACE]
activates Brc-mediated signaling and accelerates
F1/8 progressicn (299, While the results shown
above suggest that CpeZ2 regulates the length of
the G2 phase during the cell cycle in fission
yeast, it might be also true to play a role during
G158 fransition To test this possibility, we
performed a set of experiments with control and
cpe2d cells hatboring a thermosensitive allele
of Cdeld (edeil-128%, which induces the
transcription of several genes required for
progression through &1 mbo 2 phase (400
Strains 326 (cdol0-120) and AN-CC10 (cdeli-
129 cpc2 Ay were synchronized at early G1 by
incubation at 37°C for 4h, and then cultured
again to 25°C. Flow cytometry analysis of
sarmiples taken at subsequent times revealed that
the rate of increase in DMA content from 1C to
2C during G143 transttion was sirnilar in both
strains (Fig. 24), supporting that Cpe2 does not
participate in the regulation of this phase of the
cell cycle We further analyzed G1/3 transition
by emploving both control and cpe2A cdel ®
cells expressing a C-erninal GFF tagged
version of Memet, a DA replication factor
which forms part of the prereplicative complex
(pre-RC) during early 2-phase (35) Meomd 1s an
wdeal tool to investigate the kmnetics of G1/8
transition under different siiations because this
factor binds stably to chromatin  during

anaphase B and 1z displaced as replication
proceeds during 3 phase (3541). As shown in
Fig. 2B (upper and lower panels), the presence
of chromatin-bound MMeomd-GFP was maximal
60 minutes after releasing the cells from the
restrictive temperature in cacl0 © control (41)
and cdcil ¥ cpe2d  cultures, decreasing
thereafter Moreover, the increaze in Cde2-T15
phosphorylation during G143 transition in edci@
“ cells was not affected by the absence of Cpc2
(Fig. 2C0. As a whole, these results confirm that
Cpe2 does not regulate G1/8 transition during
the fission yveast cell cycle

CpeZ regulation of G2/ transition
reguires  Weel.  Until now we have
demonstrated that cpe2s mutant cells undergo a
specific cell cycle delay at G2/M transition. The
MAPE 3tyl, which 15 mam effector of the
SAPE pathway, controls in the fission yeast the
mitotic onset in at least two distinet levels: (1
by phosphorylating Plol (Polo kinase) at 3402
and promcting its recruthment in the spindle
pole bodies to modulate Cde25/Weel control of
Cde2 activity (42), and {11} by binding and
phosphorylating the MAPKAP kinase-2 related
protein Srkl, which controls mitotic entry
through direct phosphorylation and mhibition of
Cde25 phosphatase (43) While sfpld cells
display division at increased size as a result of a
G2 delay, mutant cells expressing a
constitutively  activated wversion of MAPE
kinase Wisl (wisl DIN), which directly activates
Atyl, advance mitotic commutment and divide at
reduced cell size Fig 347 (42,445 However, in
both sipld and wisi DD cells we observed that
deletion of gpe2” promoted a clear increase in
cell size at dwvision (Fig. 34), suggesting that
the control by Cpe2 of the cell cycle at G2/ 15
independent on Sty 1 function during mitosis.

In fission yeast, the activity of Cdc2
kinase 12 negatively  regulated by
phosphorylation at ¥15 through the antagonistic
action of tyrosine phosphatase Cdc25 and Weel
tyrosine kinase (6). To check whether Cpc2
signalling to Cdc2 15 mediated by Cdc25 we
used the cde2-3w cde 254 background, n which
the cdcZ-3w mutation renders 5. pombe cells
insensitive to the lack of Cdec25 phosphatase (33,
As shown in Fig 3B, cell size at division (upper
panely and the thermosensitive phenotype
lower panel) in cdod-3w cdr2isd cpold cells
clearly increased as compared to cdeZ-3w
cdc2 5 cells We thus turmned our attention to



Weel kinase, which maintains Cde? in an
inactive state (8) Notably, no increase mn cell
size at division was observed in cdeZ-Iw gpe2d
cells as compared to the cde2-Jw mutant (Fig.
3C), which displays a weel phenotype and is
refractile to Weel activity (3). Congruent with
this observation, cells size at division in a strain
expressing a temperature-sensitive mutabion in
Weel  (weel-50 was not affected by
simultaneous deletion of cpe2* (Fig 3C) These
findngs support that Weel 15 required for
Cpe2-mediated cell cycle control during mutotic
cormrmitment.

Previous work performed by others and
ourselves have demonstrated that m fission
yveast Cpc? 15 a ribosomal bound protem which
regulates the translation of specific m-RMNAs
whose products are involved in  warious
responses, including modulation of WMAFPE
activity and cellular defense against oxidative
stress (22,23). Importantly, by using a strain
expressing a mutant version of Cpc2 (R3eD
K38E) with reduced ability to associate with
ribozotmes ; vive (223, we also showed that
ribosome binding of Cpe2 15 critical for proper
control of cell size at the G2/ boundary (Fig
443 The abaove results, together with the fact
that Weel 15 kown to inhibit mitotic cycle
progression i a dose dependent fashion (3)
raised the possibility that the absence of Cpc2
might increase Weel protein levels and/or
activity. Indeed, while Cdc25 protein levels
were not noticeably atfected in the presence or
absence of Cpcl (Fig 4B), growing cultures of
cpe2d cells showed moeoreased protein levels of
Weel as compared to control cells (expressed as
a chromoscmally tagged protein fused to the
HAeH epitope) (see O time, Fig 4C) MMoreover,
the increase in Weel protein levels observed in
cpe2d cells did not result from  enhanced
expression  of weel " mRNA (Fig. 4D,
suggesting that Cpc? negatively regulates Weel
expression by repressing the translation of the
corresponding mRNA.

Convincing evidence has shown that
Weel is essential for the G2 delay underwent by
fission yeast upon partial inhibition of protein
synthesis in the presence of cycloheximide and
that, under these conditions, Weel protein
levels are upregulated @45  Interestngly,
cycloheximide-treated  cpe2d  cells  further
mereased Weel levels as compared to control
cells, supporting that Cpe2-mediated regulation
of Weel operates at a different level (Fig 4C).

FProtein levels of CdrZ, a Weel
inhibitar, are downregulated n cpc2d cells.
Weel 15 negatively regulated in fission yeast by
two closely related protein kinases, Nim1/Cdrl
and Cdr2 {12,14). Recently, it has been reported
that the DYRE family protein kinase Poml
phosphorylates and inhibits Cdr2 in a dose-
dependent manner to coordinate the time for
mitotic entry at the appropriate cell size (15,16).

Cur  observation  that Weel 13
upregulated mn cpeZd cells led us to explore the
possibility that protemn levels of Pomnl, Cdrl, or
Cdr2 mught be altered in this mutant. As shown
in Figs. 54 and 5B, netther Porml nor Cdrl
levels (expressed as genomic versions fused to
GFFP and HAGH epitopes, respectively) were
significantly affected by cpe2™  deletion.
However, as compared to control cells, gpedd
cells presented a clear reduction in the protein
levels of Cdr2 kinase, expressed as a genoric
version fused to a HAGH epitope (Fig. 5C) This
decreased amount of Cdr2 was also evident n
cells expressing a mutant Cpc2 (DE) protein
which does not bind to the ribosome (Fig. 5C).
Apgam, the lower Cdr2 protein levels did not
remilt from a decreased expression of cdr2”
mEMNA (Fig 5D). Surprisingly, cell size at
division m cells from the cdrZd gpe2d mutant
was still higher than in cdr2 cells Fig. 5E).
Moreover, cpe2” deletion also increased cell
size at division in poml A cells (Fig. 5F), which
divide at a short size due to lack of Cdr2
inhibition (15,16). As a whole, these results
suggest that the G2/ defect in gpe2d cells 13
mainly due both to increased levels of Weel
and a decreased amount of Cdr2 protem.

DISCUSSION

The results of our work provide strong
biochernical and genetic evidence to mdicate
that Cpc2, the RACEKT ortholog n fission veast,
positively regulates from the ribosome the cell
cycle progression  at G2/ transiion by
modulating the protein levels of Weel kinase
This kinase, in turn, directly phosphorylates and
inhibits the activity of Cde2, which 1s the master
regulator of mutosis onset in eukaryotic
orgamisms. The activities of Weel kinases are
wellknown as dose-dependent inhibitors of
mitotic commitment in eukaryotes (3) and thus
their cellular levels and functions must be
tightly regulated during cell cycle progression.
Indeed, Weel hazbeen shown to be destabilized
during G2 and M phases of cell cycle in diverse



organisms ranging from yeast to humans (46
In fission veast, whereas weel” mRINA remains
constant during the cell cycle, Weel protein
levels oscillate throughout the cell cycle,
decreasing during M and G1 phases 47). In this
work we have shown that 5. pombe mutants
devold of Cpe2 undergo a G2/M delay that is
dependent on Weel, since the increased cell
size at division mn Cpc? mutants suppressed in
the abzence of Weel function Contrariwisze
either abrogation of Cdc25  actwity or
downregulation of the 3tyl MATE pathway,
which modulates Cde25  activity wia Srkd
MAPEAPE (43), aggravates the cell cycle
defect in the absence of Cpc? Importantly,
Weel protemn levels, but not those of Cdc23) are
upregulated n Cpe2 null mutants, suggesting
that they are responsible, at least in part, for the
defect m cell cycle progression in these cells as
discussed below.

It has been reported that cycloheximide-
mediated partial inhibition of protein synthesis
increases in 5. pombe the levels of Weel protemn
and promoctes cell cycle arrest at G2 (45). We
have confirmed this result and furthermore
found that CpeZ deletion provokes an addiive
increase of Weel levels in cycloheximide-
treated cells. This result makes sense when
considering that, whereas Cpc2 associates with
the 403 ribosomal subuntt, cycloheximide
specifically binds the 603 ribosomal subunit to
block the translocation step in elongation during
protein  synthesis  (48)  Considerng  the
versatility of Cpc2/BACK] as a platform to
bind different proteins, tt appears likely that one
or several Cpc2-binding partners might be
mvolved n this process. Fecently it has been
described  that  Cpc2  associates with
Moc2/Dedl, an essential EMA  helicase
involved in sexual differentiation which acts as
a general translational regulator, and also with
Mocl/3ds23, an mducer of sexual development
which participates in stress resistance @%). The
Cpe2-Moc-mediated complex appears to act as
a translational regulator involved in controlling
sexual differentiation in fission vyeast through
Stell transcription factor (49). Smnce both
Moc2/Dedl and Mocl/3ds23 are also known to
play wnportant roles m the regulation of the
mitctic cell cycle (50,513, they might be
considered strong candidates to form part of the
Cpc2-dependent  translational — mechanism
controlling Weel.

Kinase dependent hyperphosphorylation
15 a well conserved mechanism for Weel

inactwation durng W phase (46). In fission
veast this task 1s performed at least by two SAD
kinases, Miml/Cdrl and CdrZ2,  which
phosphorylate and inactivate Weel (8-14) Asa
result, deletion of either nimi*edri® or cdr2®
causes a G2/MM delay due to lack of Weel
downregulation (8-14) Importantly, we have
found that proten levels of Cdr2 are
downregulated in  the absence of Cpc2,
supporting that Cpe2 exerts its function as a
positive translational regulator of the mEMNA
encoding Cdr2. Moreover, this translational
control iz specific for cdrZ’, since the protein
levels of Cdrl remained unchanged in the
absence of Cpc2 As a whole, our findings
strongly suggest that i fission wyeast Cpcol
targets Weel by at least two different
mechanisms:  downregulation of the Weel
pratein levels, and positive regulation of the
translation of Weel mhibitor CdrZ. The
increased cell cycle defect n cdrd A qpels cells
as cormpared to cdrZA or cpe2 A single mutants,
and the partial suppression of zhort size in
pomilsd cells (lackmg CdrZz mhibition) by
simultaneous  deletion of cpcZ’, favor the
existence of these two alternative regulatory
mechanisms.

In mouse NIH3T3 cells RACK] bmnds
and suppresses the activity of 3rel at 31,
delaying entry of cells into 5 phase (2%
Disruption of the RACK1-Src complex results
in increased activities of cyclin-dependent
kinases (CDEs) CDEZ and CDE4, the
induction of cyclins A, E and D1, inhibited
expression of CDE inhibitors pl16, pl5 and p27,
and an mcreased phosphorylation of pRE
iretinoblastoma protemn), all of which are key
modulators of G1/8 transition (30, On the
contrary, our results suggest that in fission yeast
Cpe2 does not perform a similar role, since the
kinetics of G1/3 transition estimated by flow
cytometry  analysis, pre-replication complex
formation, and Cde2 phosphorylation at 115,
was virtnally 1dentical both i control and
cpe2s cells. Thus, t appears likely that the
function of EACE] proteins as modulators of
cell cycle progression has somehow diverged
through evolution. In this context, it has been
shown that expression of rat RACK] in fission
yeast can  structurally  and  functionally
cornplement cpc2 cells, including the cell
cycle defect at G2/ (21). Since RACE] also
resides on the 408 ribosomal subunit, it seems
reasonable that in higher eukaryotes RACE]
may also confrol from the ribosome the G2/



transition of the cell cycle in a Weel -dependent
manner, sirnilarly to Cpe2. 5. pombe cells spend
most of ther time (about three-quarters of the
cycle) in G2, whereas &1 1is typically the
longest phase of the cell cycle in mammalian
cells (6). This sttuation might somehow hide the
existence of the different subtle control by

RACE] and Cpc2 In any case, the results
presented here reveal a pivatal role for CpeZ at
the G2/ transition in fission yeast, and define
the existence of a novel control at the
translaticnal level during the mitotic onset in
this model organism.
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FIGURE LEGENDS

Fig 1. CpcZ 15 a positve regulator of G2/ transition during the cell cycle A Cell
morphology and size at division (um+3D0 m strains M2 (control) and ANO02 (gpeZ ), growing in
TESD medium and stained with Calcofluor white 5. Cells fram strains PPG148 (carZ 5-22) and A-
CC18 (pcdc23-22 cpe2 Ay were grown to an Agyy of 0.3 at 25°C, shifted to 37°C for 3.5 b, and then
released from the growth arrest by transfer back to 25°C. Aliquots were taken at different time
mtervals and Cde?2 phosphorylation at Y15 or total Cde2 were detected by rmmunoblotting with anti-
Cdc2 p¥15 and anti-Cdk1/Cde? (PETATER) antibodies, respectiwely Lower panels show the
carresponding percentages of septated cells, binucleated cells, and T15-phospherylation for cade25-22
(black bars) and can25-22 cpc2 (white bars) cells. ¢ Bamples containing 10*) 107, 107 or 10! cells
of strains W2 (control), FPG148 (ae25-22) and AN-CC18 (cdc25-22 cpe2y grown in TES
medium were spotted onto bacto-agar supplemented YES plates and incubated for 3 days at either
25°C, 28°C, 34°C and 37°C before being photographed. D). Cell morphology and size at division m
strains PPG148 (cac25-22) and AW-CC18 {gde2 5-22 cpe2 ) prepared as described above,

Fig 2 Cpc? does not regulate G1/3 progression during the cell cycle. A Flow cytometry
histograms of cells from strains 326 (odel0-129) and AN-CC10 (cdel0-129 cpe2d) that were
synchromized by incubation 1 YES medium at 37°C for 3.5 h, transferred back to 25°C, and
meoubated for the times mdicated 5. Upper parel Cells from stramns AN-CC21 (cdel(-720
momd:GFF) and AN-CC22 (cdei(-1209 mom4:GFF cpo2 ) were synchronized at G1 by incubation
m YES medium at 37°C for 3.5 h, and transfer back to 25°C. Bamples were taken at different tumes
and the percentage of cells with stable chromatin-bound Meoméd (GFP-positive cells) was estimated
by flucrescence microscopy. Stramn AN-CC21, filled crcles, strain AN-CC22, open triangles. Lower
pael. Wicrographs of cells from the above strains expressing Memd-GFF were taken 60 min after
release and stained with DAPT. & Bynchromzed cells from strains 326 (cdo0-129) and AN-CC10
(cdci0-129 cpelA) were released at 25°C, aliquots taken at different time intervals, and Cdc2
phosphorylation at Y15 or total Cdc? detected by mrmuncoblotting with anti-CdcZ? p¥ 15 or anti-
Cdle1/Cde2 (PRT ATR ) antibodies, respectively

Fig. 3 Weel 15 a target for CpcZ during the regulation of G2/ transition A Cell
morphology and size at division (umdSD) i strains MIT709 (Wil DD) and ANE00 (Wis! DD cpe2.4)
Gipper panel), WMI204 (shpd A and AN-120 Eiyld cpe2) Gower panel), growing in TES medum
after staining with Calcofluor white. 5. Upper panel. Cell morphology and size at division in strains
FY 16230 (cde2-3w cde23A) and AN-CC3 (cde2-3w cde2 5 cpelh) prepared as described above
Lower parel: Samples containing 10%) 10°, 107 or 10" cells of strains FY 16230 (cdc2-3w cdc2 5A) and
AN-CC3 (pdoZ-3w cdodlh cpoZd) grown m YES medium were spotted onto bacto-agar
supplemented YES plates and incubated for 3 days at etther 25°C, 28%C, 34°C and 37°C before being
photographed. . Cell marphology and size at division i strains FY 7287 (cdeZ-iw) and AN-CC1
(cac2-1w cpc2 ) upper partal), FYT108 (weed-530) and AW-CCS (weel-50 cpeld) (lower pansl)
prepared as described above

Fig 4 Cpc?2 negatively regulates Weel protemn levels. A Ribosome binding of Cpe2 1s
critical for proper regulation of G224 transition. Cell morphology and size at division (um+3D) in
grams ANOT 1 (cpold cpe2-GFF) and ANO72 (cpcidcpel (DE)-GFF) growmg n TES medium and
stained with Caleofluor white 5. Strains FW-23 (ccb25-HA, cortroly and AWN-CC20 {(cade25-HA
cpe2hy were grown in YES medium to mid log-phase. Cde2s was detected in cell extracts by
mmunoblotting with anti-HA antibody. Anti-Cdc2 antibody was used for loading control. €. Left
parel. Btrains 1081 (weel-3HA, control) and AN-CCB {weel-3HA cpcdh) were grown m YES
medium to mid log-phase. Total extracts were obtained and Weel was detected by immunoblotting
with anti-FHA antibody. Anti-Cde2 antibody was used for loading control. Right panel. Strains 1081
and AN-CCB grown in YEI medium were treated with 20 pg/ml cycloheximide and aliquots taken at



the times indicated. Detection of Weel and CdeZ was performed as described above D, Strains 1081
(control) and AN-CC8 {gpe2s) were grown m YTES medium to early log phase. Total RIVA was
extracted from each sample and 20 pg resolved m 1.5% agarose formaldehyde gels. The denatured
RENAs were transferred to nylon membranes and hybridized with *’P-labeled probes for weel™ and
lerd” (loading control).

Fig 5. Protein level of the Weel inhibitor Cdr2 is posttively regulated by Cpe2. (A). Strains
WI-TE (pomi-GFF, control) and AN-CC35 (pomi-GFP cpe2) were grown in YES medium to mid
log-phase, total cell extracts obtained and Poml was detected by immunoblotting with anti-GFP
antibody. Anti-Cde?2 antibody was used for loading control. (B) Strains LW117 (umi-HAGH,
controly and AN-CC15 (uini-FHACH cpeZi) were grown as above described, and Mim1 was detected
by immmunoblotting with anti-FHA antibody. (C) Strains JE2310 (edrd-HAGH, control), AN-CC14
(Cdr2-HAGH cpc2h), AN-CC23 (cdr2-HAOH cpc2-GFF) and AN-CC24 {cdr2-HACH cpc2(E)-
GFF) were grown n YES medium as above, and Cdr2 was detected by unmunoblotting with anti-
Ha antibody, (D) Strains LW117 (control), AN-CC15 (gpeZd), JE2310 (control), and AN-CC14
(cpe2d) were grown in YES medivm to early log phase. Total RNA was extracted from each sample
and 20 pg resolved n 1.5%% agarose formaldehyde gels. The denatured EMNAs were transferred to
nylon membranes and hybridized with *P-labeled probes for pini™ (strans LW117 and AN-CC15),
cdrZ” (strains JE2310 and AN-CC14), and Jewt” (loading control). (E) and (F). Cell morphology and
size at dwision (ot ED) m strains JE2240 (odrZ A, AN-CC12 (edrdd cpedA), TR313 ipaml ), and
AN-CC2T (paml Acpe2A) growing in Y ES medium and stained with Calcofluor white,
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Tablel. 5. pombe strains used in this study

Strain Genatype Source/R eference
ML h* ade A28 Jewi-32 wradD-i§ Madnd et 2l 2004
M2 h- ade G- AF216  lewi-32  wradicig WMadrd et al, 2004
AMNO01 Lt aded-A216  cpcl KanR leni-32 wradf-15 Mufiez et @f, 2009
ANODZ h aded-M216  cpeZ KanR leni-32 wradi-I1§ Mufiez e af, 2009
FPG143% b’ cde2b-22  wradDi8 F. Pérezlab
AN-CClLE b cde25-22  cpoZl KanR  wrasDI8 Thiz work
326 ) cde J0-129 Lah Stock
AN-CCLO b cdef-129  cpoZi KEanR This work
560 b momd-CAFP wradt  leni-32  wrad Kearsey et al., 2000
AN-CCla b memd-GFP urad”  cpoliEanR  leul-32  ura¥ This work
AN-CCZ1 h* cdcl0-129 memd-GFP wrad” lewl-32 wad This work
AN-CC22 h' cdei0-129 memd-GFP: wad’ cpel: KanR lewl-32 wrad This waork
MI709 b’ wislDD-12myc: wrad”  pmki-HAGH wrad’ lew 1-32 wrad-DI& Madndetal, 2007
AMGO0 h wisd DO-i2myc wrad” pmki-HAGH wrad cpe2 EanR

lewi-32  wrasDis This work
MIZ04 h* ade” sylwrad’ pmkl-HAGH wad® lew 132 wrad-DI8 Madrid et cl, 2007
AMN-120 h* ade” myliwradt cpel  EanR  pmki-HAGH urad”

leg 1-32  wrad-DE8 This work
F¥1a230 b cdei-3w  cdel2 ¥ owrad lpul-32  wad-DIS YGRC
AN-CC3 b edez-3w  cde2diurad cpel EanR leni-32 wrad-Dig This work
F¥7108 h’ aded-Ad216  weel-50 YGRC
AN-CCS b’ adeS- A28 weel-30 cpel KanR This work
Fyiis’? b cdez-Iw  Jpwi-32 YGRC
AN-CCL b cdez-Iw  gpel KanR lewi-32 Thiz work
AMOTIL h* adet-MZ16 cpe2  KanR  cpeZ-GFFP::lewl™ pmki-HASH wrad

lewi-32  wradlD-18 This work
ANOT2 bt ade6 M216  cpel EanR  cped(RI6D K38E)-CGFP: loui*

pmki-HAGH wad” leul-32 wradD-18 This work
FM-23 b ade-M216  ode2i-HA KanR  lewl-32 wradDi8 Lab Stock
AN-CC20 h’ ade-A216  cdo2 -FHA KanR cpel KanR  lewl-32 wrad-DI8 Thiz work
1051 b weel - 3HAGH  wrad-Di8  leni-32 OConnell et af, 1997
AN-CCE b’ weel-IHAGH cpel EanR lewl-32  wrad-DN8 This work
MI-76 b pom -GF0 EanR lewi-32 wradDi8 Lab Stock
AN-CC35 b pom -3F0: . EanR  cpcl EanR  lewi-32 wrasD18 Thiz work
LW117 h’ mmi-2HAGHSs wrad” leni-32  wad-DIE P. Ruszzell 1ah
AN-CC15 b’ mml-2HAGkhs: urad’ cpel KanR  lei-32 wadDI§ Thiz work
JE2310 b’ cdri-2HA Ghis wrad lewi-32  wadDI§ F. Russell lab
AN-CCL4 b cdra-2HAGhis wrad cpel Kok lewl-32  wad-DI8 This work
AN-CC23 b cdr2-2HA Shis: wradt cpel; KanR  cpol-GFP:: lenlt

lewi-32  wras-Di§ Thiz work
AN-CC24 I cdr2-2HA Gk uras cpe2 EKanR  cpel(RIGD KI8E)GFP: Jeni”

lewi-32 wrad-Di8 This work
JE2240 b’ cdra: wrad” lmmi-32  wrad-DI8 F. Russell lab
AN-CClL2 b cdr?wrad” cpeZ EKanR leul-32  wrad-DIE This work
TE313 b’ adeG-A2I6  pomi EwnR  pmkl-HASH urad”

lowi-32  wradl-if Sotoetal, 2010
AN-CC27 b’ ade6-M216  poml EanR  cpcl EanR  pmkl-HAGH wad

lewi-32  wradl-i8 This work
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DISCUSION






1.-. Cpc2 REGULA LA ACTIVIDAD DE LA RUTA DE MAPK DE
INTEGRIDAD CELULAR, AUNQUE NO ES UN COMPONENTE DE
DICHA RUTA

RACKT ha sido descrita como una proteina de andamiaje gque en organismos SUpenores
participa en multitud de procesos vy rutas de transduccion de sefiales, alguno de los cuales es
dependiente de PRC (Schechtman v Mochly-Rosen, 2001). Sin embargo, el papel de Cpe?
(ortdlogo a RACKT) en 5 pombe como modulador de mecanismos de sefalizacidn no habia
sido estudiado con anterioridad. De manera analoga a EACKT, Cpc? interacciona i vivo con
Fck? uno de los dos ontdlogos de PRC en esta levadura (Wyvon sf gf, 20010 Fck? es un
componente de la ruta de MAPK de integridad celular en 5 pombe (Ma ef &/, 2008, Barba ef
al, 2008), lo que sugeria que Cpc2 podia ser tambien un miembro integral de dicha ruta. A
favor de esta hipatesis se encontraba el hecho de gque recientemente se ha descrto que en 5.
caeravigge la falta de ASCT (homdlogo a Cpc2) incrementa notablemente la sensibilidad celular
frente a compuestos que darfian la pared celular, como el blanco de calcofidor o la zimoliasa,
(Valerius efal, 2007).

Sin embargo, distintas evidencias obtenidas en este trabajo indican que, aungue Cpc?
modula la funcién de la ruta de integrdad celular, no forma parte integral de dicha cascada de
sefializacion. En primer lugar, los fenotipos asociados a la delecidon de los componentes del
madulo de MAPK de la ruta de integridad, como la sensibilidad frente a caspofungina o la
multiseptacion {Toda ef af, 1996, Zaitsevskaya-Carter v Cooper, 1997), se agravan en un
fondo genético Acnc? (Figuras KE1.3-5). En segundo lugar, Cpc? regula la homeostasis de
cloruro de manera independiente a la ruta de integridad celular, favareciendo la tolerancia
celular frente a la presencia de este anion en el medio de cultivo (Figura R1.7 ). Entercer lugar,
en mamiferos se ha demostrado gue RACK 1 actla como adaptador entre la MAP guinasa JNKK
v PKC para permitir la fosforilacion de JNK en Ser'®®, v que dicha fosforilacion es necesaria
para la posterior activacion de la MAPK en respuesta a distintos estimulos (Lépez-Bergami af
af 2005, ver Introduccidn). Sin embargo, las células de 5 pombes carentes de coc?®
manifiestan una respuesta contraria, incrementando el estado de fosforilacion de las MAP
guinasas Pmk1 v Sty durante el crecimiento vegetativo v en respuesta a estrés (Figuras R1.6,
10, 12 v 13} 50 a esta evidencia sumamos el hecho de gue la falta de CpcZ aumenta la
actividad basal de Pmk1 en un fondo genético ApckZ®, los datos obtenidos en la presente
Memoria sugieren que en S5 pombe Cpc? regula la actividad de las rutas de MAPK de forma

negativa mediante un mecanismo independiente de su papel como adaptador de Pok?Z.
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2.- Cpc2 MODULA NEGATIVAMENTE EL ESTADO DE
FOSFORILACION DE Sty1 Y Pmk1 POR MEDIO DE LAS FOSFATASAS
DE TIROSINA Pyp1Y Pyp2

Distintos estudios han demostrado que RACK 1 v sus ortdlogos en distintos organismos,
entre los que se incluye 5 pomibe, forman parte integral de la subunidad 405 del nbosoma
eucariotico (Shor ef g/, 2003, Baum et &/, 2004, Covle ef af, 2008). En este contexto, diversos
trabajos han descrito que la tasa de traduccidn se ve alterada en ausencia de RACK 1. Asi,
Shor sef g (2003) y Gerbasi ef & (2004) demostraron que la falta de ASCT (5 cerevisias) o
coc2t (5 pombe) produce un descenso significativo en la sintesis de determinadas proteinas.
Sin embargo, la expresion de la mayoria de ellas, como en el caso de la proteina rbosomal
FEpl2% de 5 pombe, estaria regulada a nivel traduccional, al no verse modificados los niveles

del ARM mensajero comespondiente en ausencia de Cpc? (Shor efaf, 2003).

iZon estos antecedentes, el incremento observado en el grado de fosforilacidon en
tirosina de las MAP guinasas Pmk1 v Styl en ausencia de Cpc2 podria explicarse si existiera
un deficit en los niveles de alguna de las fosfatasas de tirosina que desfosforlan a ambas MAR
quinasas. Los resultados obtenidos en esta Memoria han demostrado que esta prediccion es
correcta. Cpc2 regula positivamente la traduccion de los ARMN mensajeros de las fosfatasas de
tirosina Pypl v Pyp2 tanto en células en crecimiento como en situaciones de estrés, v esto
ocUme sin afectar a la expresion de los comespondientes ARMNm (Figuras R1.15 v 19). Ademas,
esta regulacion es especifica de los ARNm de pyp?™ v pyn2® puesto que los niveles de otras
fosfatasas que desfosforilan a Sty y Pmk1, como la fosfatasa de especificidad dual Pmp1, o
las fosfatasas de treonina Ptel v Pte3, no variaron en ausencia de coe?t (Figuras R1.16). Par
tanto, Cpc2 actia como regulador negativo de la actividad de Sty1 v Pmlk1 a nivel traduccional
por medio de Pyp 1y Pyp2, v dicha funcidén es fundamental para un comecto funcionamiento de
las rutas 5APK v de integridad celular. Chasse ef &/ (2006 y Feller ef &/ (2007) han descrto
que en 5 cerevisize las MAP quinasas K551 v 5LT2 muestran un incremento en su estado
basal de fosforlacion en ausencia de AS5C1. Estos resultados sugieren que podria existic un
mecanismo conservado similar al descrito en este trabajo, por el cual las proteinas
RACK1/Cpe2/ASCT regulan a nivel traduccional el grado de activacion de las MAP quinasas.

Sin embargo, actualmente no existen datos que comoboren esta hipdtesis.

Cpc2 regula positivamente la traduccién del ARMN mensajero de affi*, de modo que en
suU ausencia los niveles de este factor de transcripcidn tambign se encuentran reducidos (Figura

FI18). ATl es fosforlado v estabilzado i vive por la MAP guinasa Styl, v desempena un
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papel crucial en la respuesta de 5 pombe frente a gran varedad de estreses [(Shiczaki v
Fussell, 1996, Wilkinson =f af, 1996, Paredes &f g/, 2003, 2004). Sin embargo, nuestros
resultados sugieren gue los menores niveles de Atfl1 presentes en el mutante Acpe? no
condicionan su funcién bioldgica, va que la expresidn de los genes dependientes de dicho
factor en respuesta a estrés oxidativo u osmdético {incluidos oy 7™y pyo2™) no se vio afectada
de manera significativa (Figura R1.19) Estos datos estarian de acuerdo con los publicados
recientemente por el grupo de Nic Jones (Lawrence ef af, 2007), v que han descrito que la
expresion génica dependiente de Atf1 en un mutante que expresa niveles bajos de dicho factor
de transcripcional {una versidon inestable no fosfonlable por Styl), no se encuentra afectada

significativaments .

3.- Cpc2 ES IMPORTANTE DURANTE LA RESPUESTA CELULAR
FRENTE AL ESTRES OXIDATIVO Y EL DESARROLLO SEXUAL EN S.

pombe

En ausencia de Cpc2 la induccion de los genes dependientes de Atf1 en respuesta al
tratamiento con perdxido de hidrdgeno no se encuentra afectada de manera significativa. Sin
embargo, los resultados obtenidos en este trabajo indican gue el mutante Acoc? presenta una
capacidad defensiva limitada en estas condiciones, evidenciada por el retraso en la cinégtica de
acumulacion nuclear v de expresion genica mediada por Papl1, un factor transcripcional
fundamental en la respuesta de 5. pombe frente a este tipo de estrés (Figura RI1.23). De
manera analoga a lo descrito para las fosfatasas Pypl v Pyp2, Cpc? actia como reguladaor
positivo de la catalasa citoplasmatica Ctt1, una de las principales proteinas detoxificantes del
perdxido intracelular en eucariotas. Aungue no se ha analizado en este trabajo, es muy
probable que la falta de Cpc? comprometa la traduccidon de otras enzimas implicadas en la

atenuacion de los ROS intracelulares.

En este contexto, recientemente hemos confirmado que el mutante Acpe? muestra una
fuerte sensibilidad al crecimiento en presencia del pro-oxidante di-efil-maleato (DEM, Figura
D. 1) Aungue el mecanismo de accion concreto de este compuesto no se conoce con precisian,
se ha descnto que el tratamiento con DEM reduce drasticamente los niveles intracelulares de
glutation reducido (Manke ef &/, 1999; Faraonio ef a/f, 2008, Gao sf af, 2010} Los ensayos
realizados en nuestro laboratono indicaron que tanto los niveles de glutation total o reducido,
como la actividad glutation-reductasa celular, no variaron en ausencia de cpc?® (datos no

mostrados). Sin embargo, la correcta localizacion subcelular de Cpc2 es crucial para una
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resplesta

YES YES + DEM 1 mM

adecuada a este

Cuontrol
compuesto, Ya
Acpe2 que el mutante
Acpc? gue expresa la

cpc2-GFP:leu .

Acpc? Version no-
cpc2(DE)-GFP:leut ribosomal de

Figura D.1.- Ensaye de sensibllidad al DEM. Las cepas M 200 [conkio ), ANA0D [Acee2), ANDTT [(Aope? |
cpr?-GF P ieuy ), v ANDT [Acee? coc?DE)-GFF feuf) fueron cotvadas en med o WES hasta fase exponenca .

A conk nuac bn, 56 nocd aron & icuokas conten endo 10%, 108, 107 0 10" ce vas en pacas de med o YES v ES
con OEM 1 mM. Las pacasfueron fobograf adastras 3 dias de ncubacon a 26°C.

Cpc?2 mostro el

mismo  grado  de

sensibilidad  gue
el mutante nulo (Figura D.1). Es posible que, al igual que ocurre en presencia de H,0,, Cpc?
regule los niveles de una o vanas proteinas implicadas en la detoxificacion del DEM. En todo

Ccaso, es necesano realizar un estudio mas detallado para identificar la causa de este fenotipa.

Distintos estudios han demostrado que los niveles de expresion de ASCT en 5
cerevisias varian segqun la disponibilidad de nutnentes en el medio de cultive (Hoffmann ef af,
1998, Kleinschmidt &t &/, 2006, Valerius f af, 2007, Zeller af af, 20071 Sin embargo, a
diferencia de este modelo, los resultados de nuestro estudio con 5 porrbs han confirmado gue
ni los niveles intracelulares de Cpc?2 ni su localizacion subcelular, sufrieron cambios
significativos en funcion de la fuente de carbono o de nitrdgeno presente en el medio de cultivo,
ni tampoco en respuesta a distintos tipos de estrés (Figura R1.1). FPor ofra parte, debido a su
homaologia con las subunidades Gg de las proteinas G heterotimencas, se ha descrito gue
ASCT puede sustituir a esta subunidad en la transmisién de la sefial de glucosa en la levadura
gemante, regulando negativamente la sefalizacion mediada por este azlcar (Zeller sf af,
2007 En 5 pombe al igual gue en 5 cemvisige, la sefializacion por glucosa implica la
participacion de un receptor transmembranal acoplado a una proteina & heterotriménca que en
ausencia de glucosa activa a la adenilato ciclasa, con el consiguiente incremento en los niveles
intracelulares de AMPC v la activacion de la proteina guinasa A (PRA) (Hoffman, 2005). En 5
pombe el cambio de fuente de carbono de glucosa a gliceral provoca la activacion de la ruta
SAPK (Stettler ef &/, 1996, Madnd ef ¢, 2004 Sin embargo, nuestros ensayvos muestran gue
la activacion de Sty durante e ayuno de glucosa no presenta diferencias significativas entre
las celulas control v el mutante Acoc? (Figura D.2A). Teniendo en cuenta gue MclLeod &f af.
(2000) no encontraron relacion funcional entre Cpc? v la actividad de PKA, en conjunto
nuestros resultados sugieren que en S pombes Cpc2 no ejerce un papel relevante la

sefializacion intracelular por esta fuente de carbono.
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(E} Pame de cutvo ecpory ado de as cepas especf cadas en [C) e ato con g UsSd asa para Derar atc esporasy Se tomaron Fotografias para
observar a moifo ogia.

177




Far el contrario, en & pombe Cpe? parece jugar un papel importante en la sefalizacion
del ayuno de nitrdgeno. Este estimulo induce la activacion de la MAF quinasa Styl, cuva
activacion es fundamental para el inicio del programa de desarrollo sexual en esta levadura
(Shiozaki v Russell, 1996). Sin embargo, v como se observa en la Figura D2E, e mutante
carente de coc?® mostrd una activacion defectiva de Styl en estas condiciones. &l mismo
tiempo, un dato muy interesante fue que el defecto de activacién de Sty1 no se observa en el
mutante gue expresa la version no-nbosomal de CpcZ, al recuperar una fosforlacian similar a la
de la cepa gue expresa la version control Cpe2-GFP (Figura D.2B). Este resultado supondria la
primera evidencia en este trabajo sobre una posible funcidon de Cpec? indepandiente de su unidn

al ribosoma, v que sera estudiada con mas detalle en trabajos postenores.

El estudio original de Mcleod ef af (2000) sobre Cpc? describia gue las células
carentes de cpo2® mostraban un defecto en el blogueo en fase G4 previo al inicio de la
conjugacion durante el ayuno de nitrdgeno. Los mutantes Acoc? no son estériles, pero
muestran un retraso en el inicio de la conjugacion, lo gue provoca una disminucion en la
eficiencia de la esporulacion (Figura D2C) Curiosamente, un porcentaje de las ascas
generadas (~7%) presentan un numero atipico de esporas (2 0 3), en lugar de las 4 habituales
(Figura D.2D). Ademas, las esporas en este mutante son mas grandes v alargadas que las del

control, gue muestran un aspecto mas redondeado (Figura D.2E).

Fecientemente, se ha descrito la interaccion de Cpc? con las proteinas Moc (" multicony
suppressor of overexpressed cyrTh), identificadas como elementos supresores de la esterilidad
parcial producida por altos niveles de AMPC asociada a la sobre-expresion de cyri™ (Paul ef ar.,
2009). Cpc2 interacciona i vivo con Mocl y Moc2, vy en ensavos de dos hibrdos tambign con
Mocd Hay gue sefialar que Moc3 es un regulador transcripcional implicado en la respuesta a
estrés v desamollo sexual. Curiosamente, las células Amoc3 generan ascas abermrantes, con un
namerg vanable de esporas en su interior (Goldar ef af, 2005). Aungue la interaccion entre
Cpc? vy Moc3d no se ha demostrado # wivo, se ha sugerido la existencia de un complejo
molecular entre las distintas proteinas Moc v mediada por Cpc? (Paul &f af, 2009). Sin
embargo, los defectos en la conjugacidon v la espordlacion también se manifiestan en el
mutante que expresa la version no-nbosomal de Cpe2 (Figuras D 2, paneles C-E) Ello sugiere
que estos fenotipos son consecuencia de un defecto vinculado a la funcidén de Cpc? como

regulador traduccional
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4.- Cpc2 REGULA LA TRANSICION G,/M DEL CICLO CELULAR POR
MEDIO DE Wee1

La quinasa Weel fosforila a Cdc? e inhibe la entrada en mitosis de manera dosis-
dependiente (Fussell v Nurse, 1987), o que significa que sus niveles intracelulares deben estar
fuertemente regulados durante el ciclo celular. De hecho, varios estudios realizados en distintos
organismos, incluyendo 5 pombe, han confimado gue los niveles de Weel disminuyen
drasticamente durante la transicién G/, lo gue sugiere la existencia de mecanismos
especificos gque regulan tanto su abundancia como su actividad (McGowan v Russell, 1995,
Watanabe ef g/, 1995, Aligue &f 8/, 1997). Los resultados obtenidos en esta Memonra indican
gque Cpc? regula la transicidn Ga/M del ciclo celular por medio de Vveel. Asi, el incremento en
el tamano en division de las células del mutante Acoc? (indicativo de un retraso en la entrada
en mitosis) sdlo se suprimio en ausencia de Veel (Figura RI1.9). Por el contrarno, tanto la
supresion de la actividad de Cdc25 en un fondo genético cde2-3w, como |a falta de Sty1 (que
inhibe la actividad de Cdc2d via Srk1), aumentaron de forma aditiva el defecto de entrada en
mitosis que provoca la ausencia de cpe?” (Figuras RILE v 8). Por ditimo, el mutante Acpac?
mostrd un incremento importante en los niveles de YWeel, mientras que los niveles de Cdc2h
permanecieron invanables (Figura E11.11). Dado que, como hemos comentado, Vyee1 inhibe la
actividad de Cdc? de forma dosis-dependients, el incremento en los niveles intracelulares de
Wieel en el mutante Acoc? podria explicar, al menos en parte, el retraso en el inicio de la

mitosis.

En & pombes la inhibicion parcial de la sintesis proteica en presencia de cicloheximida
incrementa los niveles de proteina de Vveel e induce un blogueo del ciclo celular en fase Gs
(Suda ef af, 2000). Muestros resultados han confirmado esta observacion, pero tambien
indicaron gque el tratamiento con cicloheximida en las células carentes de Cpc?Z provocaba un
incremento adicional en los niveles de Wee1 (Figura RI1.12), lo gue sugiere |la existencia de
mecanismos regulatoros independientes. Esta posibilidad tiene sentido si consideramos que
mientras Cpc? esta asociado a la subunidad ribosomal 405, la cicloheximida lo hace
especificamente a la subunidad 605, blogueando el paso de elongacion durante la sintesis de

proteinas (Schneider-Poetsch ef af, 20107

La regulacidn de la actividad bicldgica de Wee1 es bastante compleja v poco conocida
(ver Introduccion). Aln asi, parece claro gue la hiperfosforilacion de WWee1 constituye un
mecanismao conservado de inactivacion de esta quinasa (revision de Kellogg, 2003 Lee sf af,
2005 Harvey of g/, 200%) En 5 pombs, dos quinasas homalogas, Nim1/Cdrl v Cdr2,

fosforlan e inactivan a Wyeel in who e i vivo (Russell v Murse, 1987, Coleman af &/, 1993;
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Farker ef af, 1993; WU v Russell, 1993; Kanoh v Russell, 1998, Breeding ef g/, 1998). Como
conseclencia, sU ausencia produce un incremento del tamano celular en divisidn debido a la
falta de represion de la actividad de ‘Weel. Sorprendentemente, los mutantes carentes de
cocZt muestran un descenso claro en los niveles de CdrZ, mientras que los niveles de ARNm
no se wen afectados (Figura REIL13), lo gque sugiere gue CpcZ regula positivaments la
traduccion de cdr2*. Ademas, este control traduccional es especifico de odr2*, va que los
niveles de proteina de la guinasa homologa Cdrl permanecen invariables en ausencia de
Cpc2. Enresumen, nuestros resultados apoyan la idea de gue el control gue ejerce Cpc2 sobre

la transicidn G de ciclo celular por medio de Weel se establece a dos niveles:
i Regulando negativamente los niveles de proteina de Wiee
i Estimulando la traduccion de Cdr2, un inhibidor especifico de VWee,

El incremento del tamario en division del doble mutante Acdr? Acpc? comparado con los
mutantes sencillos Acdr2 v Acoc?, v la supresion parcial de |la delecidn de cocZ® sobre el menor
tamaro en division de las células Apom? (sin inhibicion por Cdr2), sugieren la existencia de

este segundo nivel de regulacion.

RACKT se une e inhibe la actividad de Src durante |a fase G, del ciclo celular en células
inmortalizadas de ratdn NIH3T 3, produciendo un retraso de la entrada en fase 5. (Chang af af
1998, Mamidipudi ef &/, 2004} Asi, la falta de interaccion entre RACKT v Src promueve
cambios importantes en los moduladores de la transicion G4/5: se incrementa la actividad de
ciertas CDKs (CDKZ2 v CDIK4), se induce la expresion de las ciclinas &, E v D1, se inhibe |a
expresion de los inhibidores de las CDks pl16, p15 v p27, v aumenta el grado de fosforilacion
de la proteina del retinoblastoma (pRE) (Mamidipudi ef af, 2007). For el contrario, en 5. pombe
nuestros resultados indican que Cpc? no participa en la regulacion de esta fase del ciclo
celular, va que la cingtica de la transicion G4/5 analizada mediante citometria de fiujo, la
formacion del complejo de pre-replicacién v la cinética de fosforilacién de Cdc2 en Ty fueron
similares en las células control v en el mutante Acoc? (Figuras RI1.2-5). Esta diferencia entre
RACKT v Cpc? sugiere gue la funcion de RACKT como modulador del ciclo celular ha
cambiado probablemente a lo largo de la evolucion. Por otra parte, se habia descrito
previaments que la expresion de RACK 1 humano complementa estructural y funcionalmente
los defectos de los mutantes de 5 pombe carentes de cocZ”, incluyendo el retraso en mitosis
(MclLeod et af, 2000, Won efaf, 2001) Puesto gue RACK 1 se encuentra unido al nbosoma en
células de mamiferos (Link &f &/, 1999, Sengupta ef g/, 2004), es muy probable que también
regule la transicion GM por medio de VWee1, de manera similar al modelo descrito en este

trabajo para CpcZ. El hecho de gue en las células de mamiferos la fase Gy sea, con diferencia,
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la mas larga de todo el ciclo (al contraro que 5 pombe que pasa tres cuartos de su ciclo
celular en fase G;), podria "ocultar” la existencia de un control de RACK1 sobre la transicion
Galll,

En cualquier caso, los resultados obtenidos en este trabajo han revelado el papel clave
que Cpc2 ejerce durante la transicion G./M en 5 pombe, asi como la existencia de un
novedoso mecanismo de contral del ciclo celular basado en un minucioso control a nivel

traduccional de los niveles v actividad bicldgica de Wyee 1.

5.- LA LOCALIZACION DE Cpc2 EN EL RIBOSOMA ES NECESARIA
PARA UNA ADECUADA RESPUESTA A ESTRES, EL DESARROLLO
SEXUAL Y LA PROGRESION DEL CICLO CELULAR EN S. pombe

La reciente descripcion de la existencia de ciertos aminoacidos conservados en la
secuencia de FACKTASCT responsables de su asociacion al nbosoma (Covle ef af, 2009,
nos ha permitido demostrar en esta Memoria de Tesis gue la funcidn de Cpo? como moduladar
de la actividad de las rutas de MAFK o de la respuesta defensiva frente al estrés oxidativo
depende en su capacidad para unirse a la subunidad 405 del ibosoma en 5 porrbe. Asi, los
mutantes gque expresan una wersion no-ribosomal de Cpe?, Cpc2(DE) mostraron niveles
menores de las fosfatasas de tirosina Pyp1 v Pyp2, del factor transcipcional Af1 (Figuras R1.21
v 327 v presentan una sensibilidad apreciable al crecimiento en presencia del pro-oxidante DEM
(Figura D.1). Asimismo, estos mutantes también manifiestan un claro retraso en la entrada en
mitosis (Figura RI1.10), v defectos evidentes en el desarrollo sexual (Figura D.2). El hecho de
que la mavoria los fenotipos del mutante nulo Acoc? sean compartidos por el mutante que
expresa la version no-ribosomal de Cpc? sugiere que la funcidn bioldgica de esta proteina esta

vinculada fundamentalmente con su papel como regulador traduccional a nivel ribosomal.

De acuerdo con nuestros resultados, Cpe? parece gjercer una regulacion selectiva de la
traduccion de determinados ARN mensajeros, tanto en células creciendo vegetativamente
como en respuesta a diferentes tipos de estimulos ambientales. Curnosamente, la funcién de
las proteinas sometidas a esta regulacion no parece estar restringida a un Unico proceso,
afectando tanto a proteinas reguladoras de la actividad de las rutas de MAPK como de la
progresion del ciclo celular. En 5. cerevisias se ha descrito gque las células carentes de A5CT
presentan un incremento en el estado de fosforilaciéon del factor elF2a. La fosforilacion de este
factor en respuesta a estrés esta relacionada con la inhibicion general de la sintesis proteica v

la estimulacion especifica de la traduccion de ciertos ARMmM que codifican proteinas implicadas
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en la adaptacion a las nuevas condiciones (Wek ef g/, 2006). En & pombe las células carentes
de coc2t también presentan un incremento de la fosforlacion de elF2a (datos no mostrados).
For el contrario, los resultados obtenidos con el mutante &/F2cof5524) sugieren que el
mecanismo de regulacion de Cpc? a nivel traduccional no se produce a traves de este

elemento (Figura R 207

LComo podria entonces Cpc2 llevar a cabo esta regulacién? Dado gue en su secUencia
no existen motivos conservados de unidn a ARMN pero s/ dominios WD40 implicados en la
interaccidén entre proteina-proteina, una hipdtesis muy atractiva es que Cpc? fuese capaz de
interaccionar con diferentes proteinas de unidén a ARN dependiendo del estado de la célula v
las condiciones ambientales, regulando especificamente la traduccidn de determinados
mensajeros y favoreciendo la adaptacion celular frente a distintas situaciones. De acuerdo con
esta hipdtesis, la falta de coc2® provocaria la alteracion de distintos procesos fisiologicos,

coincidente con los defectos pleiotropicos gue muestra el mutante Acoc?.

En &5 cerevisiae se ha descrito que SCP160, una proteina de unidén a ARNmM v ortdlogo
ala Vigilina de vertebrados, se asocia a los nbosomas de manera dependiente de ASCT (Baum
et af, 20041 Segun estos autores, un complejo formado por SCR160-A5C1T mediaria la
traduccidn de un grupo especifico de ARNmM (Baum ef &/, 2004 El ortdlogo de SCPTEG en 5.
pombe, vgiTh presenta 12 motivos KH de unidn a ARN v seria un buen candidato a asociarse a
Cpc? para desempenar esta funcion en la levadura con fisién. Sin embargo, los mutantes
carentes de vg/7™ no manifiestan ninguno de los fenotipos asociados a la delecion de cpe2”,
comao el incremento en gl tamario en division, o la hiperactivacion de Pmk1 o Sty1 (datos no
muaostrados). Por tanto, parece poco probable que YWgll interaccione funcionalmente con CpcZ.
Otro candidato potencial es la proteina de unidén a ARMN MsaZ/MNrd1, gue interacciona in vivo
con Cpc?, v cuyva delecion induce el desarrollo sexual en ausencia de limitacion de nutrientes
(Tsukahara ef g/, 1998 Jeong el af., 2004 Ademas, recientemente se ha descrito gue Pmk1
fosforila a Mrd1 e inhibe su actividad (Satoh ef &/, 2009). Sin embargo, los fenotipos opuestos
de los mutantes Acoc? v AnrdT en cuanto al desarrollo sexual v la ausencia de otros defectos
asociados a la delecién de coc?”, sugieren que Nrd1 no es el factor intermediario entre Cpe2 v
los ARMNm. Los resultados obtenidos recientemente en nuestro laboratorio apoyvan esta idea.
Contrariamente a lo que ocure en el mutante Acpe? el mutante Anrd? no muestra diferencias
significativas con el control en cuanto a los niveles de Atf1 v Pyp2 en respuesta a estrés (Figura
D.2). Ademéas, las células carentes de w7 tampoco muestran diferencias con el control en el
estado de activaciaon de Pmk1 (Figura D .3), lo que sugiere que no existe una relacion funcional
entre Nrd1 v Cpc2. Una conclusion similar es aplicable para el caso de Rncl. Esta proteina de

unidn a ARM estabiliza el mensajero de la fosfatasa Pmpl v es fosforlada por PmkT,
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estableciendo una retroalimentacion negativa sobre la nuta de integridad celular (Sugiura sf &/,

2003 Muestros resultados
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codifica una helicasa de HA y como contio de carga e ub Zo un antcuerpo ant-Cde?. Para a detece on de a proteina
Pyp2-12myc[pane nferor) e emp ed un antcuerpo ant-c-mycy como contio de carga %e Ut Zo

ARM esencial implicada en | unamcuerpo ant-Cde2,

la diferenciacion  sexual

(Kawamukai, 1998) El homdlogo en 5. cerevisias (DED1) parece estar implicado en los pasos
iniciales de la traduccidn, de modo gue en su ausencia se reducen el nimero de polisomas (De
La Cruz et gaf, 1997) Ademas, |la sobre-expresion de DEDT rescata la letalidad producida por
otros elementos implicados en la traduccion vy estabilidad de ARMN mensajeros (Chuang el af,
1997 De La Cruz efal, 1997). Por otra parte, las células carentes de moc2” muestran defectos
en la progresian del ciclo celular en 5. pombs, aungue relacionados con la transicion Gq/S vy
asociados a una reduccion en los niveles de las ciclinas Cig? v Cdcl13 {Grallert st af, 20007,
mactsds23t codifica un inductor del desarrollo sexual que participa en |la resistencia a estrés

termico v salino (Kawamukai, 1998, Goldar ef g/, 200%). En base a ensavos de doble hibrido se
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ha propuesto que el complejo Mocl-CpoZ2-Moc2  interacciona con Moc3, un activador
transcripcional cuya delecidén conduce a la formacidon de ascas con un ndmero anormal de
esporas (Goldar ef &, 2005). La similitud de alguno de estos fenofipos con los del mutante
Acoc? vy la participacion de las proteinas Moc en procesos como el desarrollo sexual, la
resistencia a estrés v el control del ciclo celular, sugiere que CpcZ podria relacionarse
estructural v funcionalmente con alguna de estas proteinas, aungue es necesano realizar un

estudio en profundidad para verificar esta hipdtesis.

Algunos autores han descrito la existencia de unidades de RACK1/Cpc? libres en &l
citoplasma, dejando la puerta abierta al descubrimiento de nuevas funciones independientes de
sU union al ribosoma (Ceci ef & 2003, Shor ef al 2003 En 5 cerewisige se han descrto
algunos ejemplos en este sentido. ASC1 puede actuar a modo de subunidad B de las proteinas
3 en lasenalizaddn de glucosa en el medio (Zeller ef gf, 2007). Asimismo, Coyle ef gf (2009)
demostraron gue la presencia de ASC1, pero no su localizacidn en el ribosoma, es necesaria
para el crecimignto invasivo de 5 cerevisias en respuesta al ayuno de nutnentes.
Fecientemente, hemos observado que en 5 pombe la comecta fosforilacion de Sty frente al
ayuno de nitrdgeno requiere la presencia de Cpc?, pero no su localizacidn en el nbosoma
(Figura D.2). Sin embargo, los defectos en la conjugacion v esporulacion del mutante nulo
Acoc? en respuesta a este estimulo no son rescatados por la versidon no-ribosomal de Cpoz.
Estos datos aparentements contradictorios apovan la hipotesis de que Cpc? gjerce funciones
independientes de su actividad desde el ribosoma. De alguna manera, Cpc? contribuye
positivamente a la fosforilacion de Styl durante la sefalizacidon del ayuno de fuente de
nitrégeno, ademas de su papel como regulador traduccional responsable de un comecto

desarrallo de la conjugacion yio esporulacian.

6.- UN MODELO PARA EXPLICAR LA FUNCION BIOLOGICA DE Cpc2
EN §. pombe

Los resultados obtenidos durante el desamollo de este trabajo de Tesis Doctoral nos
permiten proponer el siguiente modelo funcional para Cpc2 (Figura D 4). En 5. pombs, Cpc?
gjerce suU actividad fundamentalmente a nivel del ribosoma, actuando como regulador selectivo
de la traduccion de ARMN mensajeros especificos. Asi, Cpc2 modula el grado de fosforlacion de
las MAF gquinasas Sty1 v Pmk1 reqgulando positivamente |a traduccidn de los mensajeros de las
fosfatasas pyo ™ v pyp2® que desfosforilan a ambas quinasas. También promueve la expresion

de Atf1, el factor de transcripcion clave en la respuesta celular frente a mdltiples tipos de

184



Discusion

estrés, v estimula la traduccidon de enzimas detoxificantes, como la catalasa citoplasmatica
Cit1, necesanos para contramestar el estrés oxidativo inducido por el perdxido de hidrdgeno.

Asimismo, Cpc? regula la progresion del ciclo celular reprimiendo la expresion de Wiee
v estimulando la traduccion de Cdr2, un inhibidor de |la actividad de esta quinasa. Dado que su
secUencia no presenta motivos de union a ARM (aungue si mdltiples motivos WO 0),
postulamos que Cpc? lleva a cabo su funcion de forma indirecta mediante la interaccidn con

proteinas de unidn a ARMN v su reclutamiento al nbosoma.

» -
[ ] -
x Y ARNm
F . {pyp1e, BypT,
A . atfl'. cat’,
K . weed*, cdrd )
| 2 «
Sensalizacion JOtras
ayune de funciones?
nitragenc

Eigura D.4.- Medele prepueste para [a funelén de Cpe? en 5 pombe. Cpe? regua d versos piocesos
boogeos a nve de rbosoma. Drecta o nd rectamente [med ado por proteinas de unon a ARMNm), Cpe2
favorece a traduce on de genes cuyos productos nactvan as cascadas de MAPK [fosfatazas Pypl v Pypd),
potencan a defensa ce uar a estes ox datvo [Factor de transcrpeon AF1, cataasa crtopasmatca Oxl) v
controan a transcon G, de cco ceuvar [Weel, Cdi2). Cpc2 bre en e ctopasma [no undo a rbosoma)
partcpa en asefla zac onde ayano de nkrdyeno, y pos b emente en ofias funcones ce U ares.
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CONCLUSIONES

1- Cpc?, el ortdlogo de RACKT en células superiores, requla negativamente el grado de
fosforlacion de las MAP guinasas de integridad celular, Pmk1, v de respuesta a estrés, Styl,
favoreciendo la traduccion de las fosfatasas de tirosina Pypl v PypZ responsables de la

desfosforlacidn de ambas quinasas.

2-CZpc? regula de manera positiva la sintesis del factor de transcripcion Atf1. Sin embargo,
la disminucion en los niveles de Atf1 en las células carentes de coc2' no compromete su

funcion como activador transcripcional en la respuesta a estrés.

3- En ausencia de CpcZ, las células ven reducida su viabilidad en respuesta al estrés
oxidativo por perdxido de hidrdgeno. Este fenotipo se debe, en parte, a la incapacidad de
sintetizar cantidades suficientes de catalasa citoplasmatica (Ct1), el pnncipal detoxificante de

perdxido de hidrogeno presente en celulas eucarotas.

4 - Cpc? regula la transicion G/ del ciclo celular reduciendo los niveles de la quinasa
Weel (responsable del blogueo en la entrada en mitosis por fosfonlacian e inhibicidn de Cdc?),

y estimulando la sintesis de Cdr2, uno de los principales inhibidores de |la actividad de Wee 1

5- La asociacion # vivo de Cpe? a la subunidad 405 del ribosoma es critica para su

funcion como regulador de la respuesta a estrés v el control del ciclo celular en & pombe.

189






BIBLIOGRAFIA






A

Abram, C.L. y Courtneidge, S.A. (2000}. Src family tyrosine kinases and growth factor signaling. Exp Call Res.
254(1%1-13.

Aligue, R., Wu, L. ¥y Russell, P. {1387} Regulation of Schizoszccharomyces pombe Weel tyrosine kinase. J Biol
Chem. 272(203:13320-5.

Amon, A, Irniger, 8. y Nasmyth, K. (19534}. Closing the cell cycle circle in yeast G2 cyclin protealysis initated at
mitosis persists until the activation of G1 cycling in the next cycle. Celf. 7773 1037-60.

Aoyama, K., Aiba, H. y Mizuno T. (2001}. Genetic analysis of the His-to-Asp phospharelay implicated in muitatic cell
cycle control invalvement of histidine-kinase genes of Schizosaccharomyces pombe. Biosoi Biotechnof Biochem:
GE(10x2347-62.

Arellano, M., Duran, A. y Perez, P. [1337). Localisation of the Schizosaccharomyces pomibe Rho1p GTPase and its
invalvement in the organisation of the actin cytoskeletan. J Celf S 110 [ Pt 20):2547-55.

Arimoto, K., Fukuda, H., Imajoh-Ohmi, 5., Saito, H. y Takekawa, M. (2008} Formation of stress granules inhibits
apoptosis by suppressing stress-responsive MAPK pathways. Mat Celf Qiol 10(11):1324-32.

Asp, E., Nilsson, D. y Sunnerhagen, P. (2008} Fission yeast mitogen-activated protein kinase Sty1 interacts with
translation factors. Eukanyot Cell T(2x320-38.

Bahler, J. y Hurse, P. [2001}. Fission yeast Pom1p kinase actvity is cell cycle reqgulated and essential for cellular
gsymmetry during growth and division. EMOC ) 20(5% 1064-73.

Bihler, J. y Pringle, J.R. (1938} Pom1p, 3 fizsian yeast protein kinase that provides positonal infarmation for both
polarized growth and cytkinesis. Genes Dev. 12(9% 1356-70.

Baum, 5, Bittins, M., Frey, 5.y Seedorf, M. (2004} A=c1p, 3 WD40-domain containing adaptor protein, is required
far the interaction of the RNA-binding protein Scp160p with polysomes. Siochem J. 380(Ft 3:823-30.

Barba, G., Soto, T., Madrid, M., Nidfez, A_, Vicente, J., Gacto M. y Cansado J. (Z008} Activation of the cell
integrity pathway is channelled through diverse signalling elements in fission yeast. Cell Sigaal 2004 748-57.

Barral, ¥., Parra, M., Bidlingmaier, S. y Snyder, M. (1333}, Mim1-related kinases coardinate cell cycle progression
with the arganization of the peripheral oytoskeleton in yeast Genes Dev 13(23176-87.

Battaini, F., Elkabes, 5., Bergamaschi, 5., Ladisa, V., Lucchi, L., De Graan, P.N., Schuurman, T., Wetsel, W.C.,
Trabucchi, M. y Govoni, 5. (19395). Protein kinase C activity, translocation, and conventional isoforms in aging rat
brain. Meurobiof Aging. 168(2):13748.

Baum, 5, Bittins, M., Frey, 5.y Seedorf, M. (2004} A=cilp, 3 WD40-domain containing adaptor protein, is required
far the interaction of the ENA-binding protein Scp160p wath paolysomes. Biocheny J. 380(FPL 43H23-30.

Benko, Z., Sipiczki, M. y Carr, A.M. (1338} Claning of caff+, caf?" and caf4” fram Schizosaccharomyces pombe:
their invokvement in multidrug resistance, UV and pH sensitvity. Mo! Gen Genst. 260(5):434-43.

Berlanga, J.J., Rivero, D., Martin, R., Herrero, 5., Moreno, 8., de Haro, C. (2010}, Rale of mitogen-activated
protein kinase Sty1 in regulation of eukaryotic initiation factor 2alpha kinases in response o environmentsl stress in
Schizosaccharomiyces pombe. Cukangot Cell 3(1) 194-207.

Berns, H., Humar, R., Hengerer, B., Kiefer, F.N. y Battegay, EJ. (2000} RACK1 is up-regulated in angiogenesis
and human carcinomas. FASES J. 14(15):2548-58.

Bilsland, E., Molin, C., Swaminathan, 8., Ramne, A. y Sunnerhagen, P. (2004} Rck1and Rck2 MAFPKAP kinases
and the HOG pathway are required for oxidative stress resis@mnce . Mol Microbiol 53(63:1743-56.

Blanco, M.A., Sanchez-Diaz, A., de Prada, J.M. y Moreno, 5. (2000} A preirswl promates degradation of mitotic
cyclingin G, and is inhibited by CdcZ phospharylation. EMAO J. 1915} 3945-55.

189



Boddy, M.N., Furnari, B., Mondesert, 0. y Russell, P. (13938} Replication checkpoint enforced by kinases Cdsi
and Chk1. Scfence. 280(5365x8059-12.

Bone, M., Millar, J.B., Toda T, y Armstrong, J. (1398} Regulated wvacuole fusion and fission in
Sehizosaccharomyces porribe: an osmotc response dependenton MAP kinases. Cor 8ol B3} 13544,

Bradford, M.M. (1575} A rapid and =ensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein utilizing
the principle of protein-dye binding. Anal 8iochem. 72:248-54

Breeding, C.5., Hudson, J., Balasubramanian, M.K., Hemmingsen, .M., Young, P.G. y Gould, K.L. (1938}. The
odr2” gene encades 3 requlatar of Go/M pragression and cytokinesis in Schizosaccharomyces pombe. Mol Qiol Cell
9012%3399-415.

Buck, ¥., Quinn, J., Soto Pino T,, Martin, H., Saldanha, J., Makino, K., Morgan, B.A. y Millar, J.B. (2001}
Peroxide sensors for the fission yeast stress-activated mitogen-activated protein kinase pathway. Mol Siof Cell
12(23:407-18.

Bulavin, D.V., Higashimoto, Y., Popoff, |J., Gaarde, W.A., Basrur, V., Potapova, .0, Appella, E., Fornace, A.J.
Jr. (2001} Initiation of 8 GM checkpaint after ultraviolet radiation requires p38 kinase. Mature. 4 11(6833}:102-7.

Burnette, W.N. (19081} “Westem blotting": electrophoretic transfer of proteins from sodium dodecylsulfate-
polyacrylamide gels to unmodified nitrocellulose and radiographic detection with antibody an radiciodinated protein.
Anal Biochem. 112:195-203.

c

Castagna, M., Takai, ¥., Kaibuchi, K., Sano, K., Kikkawa, U. y Nishizuka, ¥. (1982} Direct activation of calciunv
activated, phaospholipid-dependent protein kinase by tumor-promating phorbol esters. J 8fof Chem. 267(13%7847-61.

Causton, H.C_, Ren, B., Koh, 8.5, Harbison, C.T., Kanin, E., Jennings, E.G., Lee, T.l., True, H.L., Lander, E.S. y
Young, R.A. (2001} Remodeling of yeast genome expression in response 0 environmental changes. Mol 8iof Celll
12023323-37.

Ceci, M., Gaviraghi, C., Gorrini, C., Sala, L.A., Offenhiduser, N., Marchisio, P.C. y Biffo, §. (1003} Felease of
elF6 [p2TBBP} from the 605 subunit allows BOS ribosome assembly. Mature. 4 26(6966):673-84

Chang, B.Y., Conroy, KB., Machleder, E.M. y Cartwright, C.A. (1398} RACK1, a receptar for activated C kinase
and 3 homolog of the beta subunit of G proteins, inhibits activity of src tyrosine kinases and growth of NIH 3T3 cells.
Mol Celf Biol. 1816):3245-56.

Chantrel, ¥., Gaisne, M., Lions, C. y Yerdiére, J. (19398}. The transcriptional regulator Haplp (Cyp1p} is essential
for anaerabic ar heme-deficient grawth of Saccharomyces cerevisige. Genetic and malecular characterization of an
extragenic suppressar that encodes a WD repeat protein. Geneties. 148(2568-64.

Chasse, S.A., Flanary, P., Parnell, 5.C., Hao, N., Cha, J.¥., Siderovski, D.P. y Dohlman, H.G. (2005}). Genome-
scale analysis reveals Sst? as the principal regulator of mating pheromone signaling in the yeast Saccharomyces
cereviziae. Cukansot Cell 5(23:33046.

Chen, J.G., Ullah, H., Temple, B., Liang, J., Guo, J., Alonso, J.M., Ecker, J.R. y Jones, A.M. (2006 RACK!
mediates multiple hormane respansiveness and developmental processes in Arebidopsis. ) Exp 8ot 5T(113:2687-
T8,

Chen, M.5., Hurov, J., White, L.5., Woodford-Thomas, T. y Piwnica-Worms, H. (2001} Absence of apparent
phenotype in mice lacking Cdc25C protein phosphatase . Mol Celf Biof 21(12%3853-61.

Chen, G.y Courey, A.J. (2000}. Groucho/TLE family proteins and transcriptional repression. Gene. 243(1-231-18.

Cherel, I. y Thuriaux, P. (1335} The IFH1 gene product interacts with a fork head protein in Saccharomyeces
cerevisiae. ¥Feast. 11(33261-70.

Chuang, R.Y., Weaver, P.L., Liu, Z. y Chang, T.H. (1987} Requirement of the DEAD-Baox protein Ded1p for
messenger RhA translation. Science. 275(5306): 1468-71.

Coleman, T.R., Tang, Z. y Dunphy, W.G. {1393} Megative requlation of the weef protein kinase by direct action of
the mimi/edr! mitotic inducer. Cefl. T2(6):5813-29.

190



Cook, J.G., Bardwell, L. y Thorner, J. (1397} Inhibitary and actieating functions for MAPK K=s1 in the 5. cerevisiae
filamentous-growth signalling pathway. Mature. 390(5655):85-8.

Correa-Bordes, J., Gulli, M.P. y Nurse, P. (1897} p26™™ promotes proteolysis of the mitotic B-cyclin p5g=™'?

during G1 of the fizzsion yeastcell cycle. EMAC J. 16(15:4657-64.

Correa-Bordes, J. y Nurse, P. (1995}, p25™™ orders 5 phase and mitosis by acting as an inhibitar of the p34™©

mitatic kinase. Cell. B3(6}:1001-3.

Cottarel, G. (13937} Mcs4, a3 two-component system response regulator homoalogue, regulates  the
Sehizosaccharomyces pombe cell cycle cantrol. Genetics. 14733104 3-51.

Cozx, E.A., Bennin, D., Doan, A.T., O'Toole, T. y Huttenlocher, A. (2003} RACK regulates integrin-mediated
adhesion, protrusion, and chematactic cell migration via its Src-binding site. Mof Qrof Celll 14(23:650-53.

Coxon, A., Maundrell, K. y Kearsey, S.E. (1992} Fission yeast cdc?? " belongs to a family of proteins invalved in an
early step of chramosome replication. Mucleic Acids Res 200213:6571-7.

Coyle, 5.M., Gilbert, W.V. y Doudna, J.A. (2003} Direct link between RACKT function and localization at the
ribosome i vivo. Mol Celf Biol. 29(6) 1626-34

D
Davis, RJ. Signal transduction by the JNK group of MAF kinases. Cell. 1039(2):233-53.

De Bondt, H.L., Rosenblatt, J., Jancarik, J., Jones, H.D., Morgan, D.C. y Kim, 5.H. (1333} Crystal structure of
cyclin-dependent kinase 1. Mature. 363154 30:5595-602.

De la Cruz, J., lost, I, Kressler, D. y Linder, P. (1337} The p20 and Ded1 proteins have antagonistic rales in
elF4E-dependenttransiation in Saccharomyces cerevisiae. Proc Matl Acad Sof U5 A 94 (10352015,

Degols, G. y Russell, P. (1337} Discrete roles of the Spcl1 kinase and the Af1 transcription factor in the UY
response of Schizosaccharomyces pombe. Mol Celf Biof 17(6)1:3356-63.

Degols, G., Shiozaki, K. y Russell, P. (1336}, Activation and regulation of the Spc stress-activated protein kinase
in Schizosacoharomyeces pombe. Mol Celf Giof 16(62870-T.

Dever, T.E., Feng, L., Wek, R.C., Cigan, A.M., Donahue, T.F. ¥ Hinnebuseh, A.G. (13932} Phosphorylation of
initiation factor 2 alpha by protein kinase GCN2 mediates gene-specific translational contral of GCN4 in yeast. Cell
GB(A}505-96.

Donzelli, M. y Draetta, G.F. [2003}). Regulating mammalian checkpaointz through Cdc?5 inactivaton. EMIC Rep.
4[THET1-T.

Dunand-Sauthier, L, Walker, C.A_, Narasimhan, J., Pearce, A.K., Wek, R.C. y Humphrey, T.C. (2005} Stress-

activated protein kinase pathway functons to support protein synthesis and translational adaptation in response ta
enviranmental stress in fission yeast. Eukaryot Cell 4113 1785-33,

Edwards, RJ., Bentley, N.J. y Carr, A.M. (19393} A Kad3-KadlE camplex respands to OMA damage independently
of ather checkpaoint proteins. MWat Cel Biol 1(7):393-8.

F
Fantes, P. (1373} Epistatic gene interactions in the cantrol of division in fission yeast Mature. 27357 123:428-30.

Fantes, P.A. (1881}. Izsolation of cell size mutantz of 3 fission yeast by a new selective methad: characterization of
mutants and implications for division cantral mechanisme. J Bacteriol 146(2}746-54

Faraonio, R, Vergara, P_, Marzo, DD_, Napolitano, M., Russo, T. y Cimino, F. [200G6). Transcription regulation in

MIH3T3 cell clanes resistant to diethylmaleate-induced oxidative stress and apoptosis. Antoxid Redox Signal. B(3-
4%366-T4.

191



Ferguson, A.M., White, L.S., Donovan, P.J. y Piwnica-Worms, H. (2005} Marmal cell cycle and checkpaint
responses in mice and cells lacking Cdc26B and Cdc25C protein phosphatases. Mof Celf Giol. 2507 2853-60.

Fisher, D.L.y MNurse, P. (1396} A single fission yeast mitatic cyclin B p34cdc? kinase promotes both S-phase and
mitosis in the ab=ence of G1 cyclins. EMBC J. 15(4):850-60.

Furnari, B., Blasina, A., Boddy, M.N., McGowan, C.H. y Russell, P. {1333} Cdc25 inhibited i vivo and in vitro by
checkpoint kinases Cds1 and Chk1. Mol Biol Celf 10(4} 83345

Furnari, B., Rhind, M. y Russell, P. [19537}. Cdc2b mitotic inducer targeted by Chk1 DMA damage checkpaint
kinase. Science. 277(5331) 1435-7.

G

Gaits, F., Degols, G., Shiozaki, K. y Russell P. (1338} Phosphorylation and association with the transcription factar
Atf1 requlate localization of Spc1/5ty 1 stress-activated kinase in fission yeast. Genes Dev. 12(10):1464-73.

Gao, W., Mizukawa, Y., Nakatsu, N., Minowa, Y., Yamada, H., Ohno, ¥. y Urushidani, T. (2010} Mechanism-
based biomarker gene sets for glutathione depletion-related hepatotaxicity in rats. Toxicol Apol Pharmacol Epub
ahead of print.

Gasch, AP, Spellman, P.T., Kao, C.M., Carmel-Harel, O., Eisen, M.B., 5torz, G., Botstein, D. y Brown, P.O.
(2000} Genomic expression programs in the response of yeast cells to environmental changes. Mol Biol Cell
1123424167,

George, ¥.T., Brooks, G. y Humphrey, T.C. (2007} Regulation of cell cycle and stress responses to hydrostatic
pressure in fission yeast. Mol B!l Cefl 18(10}:4 168-79.

Gerbasi, V.R., Weaver, C.M_, Hill, §,, Friedman, D.B. y Linkm A.J. (2004} Yeast Asclp and mammalian RATCK!
are functionally othalogous care 405 ribosomal proteins thatrepress gene expression. Mol Cell Biol. 24(1HYHITE-HT.

Grallert, B., Kearsey, S.E., Lenhard, M., Carlson, C.R., Nurse, P., Boye, E. y Labib, K. {2000} A fission yeast
general franslation factor reveals links between protein synthesis and cell cycle contrals. J Celf Sait 113 [ Pt By 144 7-
ge.

Goldar, M.M., Jeong, H.T., Tanaka, K., Matsuda, H. y Kawamukai, M. (2005} Moc3, a novel Zn finger type pratein
invalved in =exual development, ascus farmation, and stress respanse of Schizosaccharomyces pomibe. Curr Genet.
48(6):345-56.

Goldar, M.M., Nishie, T., Ishikura, ¥., Fukuda, T., Takegawa, K. y Kawamukai, M. (2005} Functional canservation
between fission yeast moci/sds23 and its two orthologs, budding yeast 50523 and 503524, and phenaotypic
differences in their disruptants. Siosci Biotechnol Biochem. BA(TE1422-6.

Gould, K.L. y Nurse, P. (1989}, Tyrosine phaospharylation of the fission yeast cde2” pratein kinase requlates entry
into mitosis. Mature. 342(6245}:3845.

Guo, J. y Chen, J.G. (2008} RACK1 genes regulate plant development with unequal genetic redundancy in
Arabidops’s. BMT Plant Biol B:108.

H

Hagan, .M. y Hyams, J.5. (1988} The use of cell division cycle mutants to investigate the contral af microtubule
distribution in the fisgion yeast Schizosaccharomyces pombe. J Celf 5o BT (Pt 3), 343-57.

Hanahan, D. (1983} Studies on transformation of Escherichia coli with plasmids. J Mol Biof 166(4 ;557-80.

Harvey, S.L., Charlet, A., Haas, W., Gygi, 5.P. ¥ Kellogg, D.R. (2005}. Cdk1-dependent regulation of the mitotic
inhibitar Wee 1. Cefl 122(33407-20.

Heckm an, D., Geiser, D.M., Eidell, B.R., 3tauffer, RL., Kardos, N.L. y Hedges, 5.B. (2001} Malecular evidence
far the early colanization af land by fungi and plants. Science 283, 1123-33.

Hermanto, U., Zong, C.5., Li, W. y Wang, L.H. (2002} RACK1, an insulin-like growth factor | (IGF-I} receptar-

interacting protein, modulates |GF-I-dependent integrin signaling and promotes cell spreading and contact with
extracellular matrix. Mol Cell Biof 2207} 2345-65.

192



Herruer, M.H., Mager, W.H., Woudt, L.P., Nieuwint, R.T., Wassenaar, G.M., Groeneveld, P., Planta, R.J. (1887}
Transcriptional cantrol of weast ribosomal protein synthesis during carbon-source upshift. Mucleic Acids Res.
1512431013344,

Higuchi, R, Krummel, B. y Saiki, RK_ [1388}. A general method of in witra preparation and specific mutagenesis of
OMA fragments: study of pratein and OMA interactions. Mucleic Acids Fes. 16(15):7351-67.

Hill, C.5.y Treisman, R. (1335} Transcriptional regulation by extracellular signals: mechanismes and specificity. Cel.
BOIZ3:199-211.

Hoffman, C.5. (2005} Glucose sensing via the pratein kinase A pathway in Schizasaccharomyces pombe . Siochem
Soc Trans. 33(Pt13:267-60.

Hoffmann, B., Masch, H.U., Satlegger, E., Barthelmess, |.B., Hinnebusch, A. y Braus, G.H. (1333} The WD
protein Cpc2p is required for repression of Gend protein activity in yeast in the absence of amino-acid starvation. Mafl
Microbiol 31(3xB0T-12.

Hoffmann, I, Clarke, P.R., Mareote, M.J., Karsenti, E. y Draetta, G. (13393} Fhospharylation and activation of
human cdc26-C by cdc?-cyclin B and its involvement in the self-amplification of MFF at mitasis. EMBC J 12(1}:63-
G3.

Huang, F.L., Young, W.S. 3", Yoshida, Y. ¥ Huang, K.P. (1930} Developmental expression of protein kinase C
isozymes in rat cerebellum. 8rain Res Der Brain Res 52{1-21:121-30.

lino. ¥. y Yamamoto, M. (1985} Megative control for the initiation of meiosis in Schizosacoharomyces pombe. Proc
Mat! Acad SofU S A B2[BY 244751,

Inada, T., Winstall, E., Tarun, 5.Z. Jr., Yates, J.R. 3, Schieltz, D. ¥y Sachs, AB. (2002). One-step affinity
purification of the yeastribosome and it associated proteins and mRNAs. BMA. BT x348-58.

Izumi, T. ¥y Maller, J.L. (1333} Elimination of Cdc? phosphaorylation sites in the Cdc?5 phosphatase blocks initiation
of M-phase. Mol Brof Cell 4(12):1337-50.

J

James, T.Y., Kauff, F., Schoch, C.L., Matheny, P.B., Hofstetter, ¥., Cox, C.J., Celio, G., Gueidan, C., Fraker, E.,
Miadlikowska, J., Lumbseh, H.T., Rauhut, A., Reeb, V., Arnold, A.E., Amtoft, A_, Stajich, J.E., Hosaka, K.,
Sung, G.H., Johnson, D., O'Rourke, B., Crockett, M., Binder, M., Curtis, J.M., Slot, J.C.,, Wang, Z., Wilson,
AW., Schassler, A, Longeore, J.E., O'Donnell, K., Mozley-Standridge, 5., Porter, D., Letcher, P.M., Powell,
M.J., Taylor, JW., White, M.M., Griffith, G.W_., Davies, D.R., Humber, R.A., Morton, J.B., Sugiyama, J.,
Rossman, A.Y. Rogers, J.D., Pfister, DH., Hewitt, D., Hansen, K., Hambleton, 3., Shoemaker, R.A.,
Kohlmeyer, J., YolkmannHohlmeyer, B., Spotts, R.A., Serdani, M., Crous, P.W., Hughes, K.W., Matsuura, K.,
Langer, E., Langer, G., Untereiner, W.A., Licking, R.,, Bidel, B., Geiser, D.M., Aptroot, A., Diederich, P.,
Schmitt, I., Schultz, M., ¥Yahr, R., Hibbett, D.5_, Lutzoni, F., MeLaughlin, D.J., Spatafora, JW. y Vilgalys, R.
(2008} Reconstructing the early evolution of Fungi using a six-gene phylogeny. Mature. 443(71133:818-22.

Jeong, H.T., Cowatari, Y., Abe, M., Tanaka, K., Matsuda, H. y Kawamukai, M. (2004} Interaction between a

negative regulator (M=a2/Mrd1) and a3 positive regulatar (Cpc2) of sexual differentiation in Schizosaccharomyces
pombe. Bioscr Biotechnol Biochem BB(T) 1621-6.

Jung, U.5. ¥ Levin, D.E. (1333} Genaome-wide analysis of gene expressian requlated by the yeast cell wall integrity
signalling pathway . Mol Mierobiol 34(5): 1043-57.

K

Kadrmas, J.L., Smith, M.A., Pronovost, 3.M. y Beckerle, M.C. [2007). Characterization of RACK functian in
Drosophila development. Dev Oy, 236(8%2207-16.

Kadura, §. y Sazer, 5. (2005} SAC-ing mitatic errors: haw the spindle assembly checkpoint [SAC) plays defense
against chromosome mis-segregation. Cell Mot Cytoskeleton. B1(3): 145-60.

193



Kanoh, J. y Russell, P. (1338} The protein kinase Cdr, related to Mim1/Cdr1 mitotic inducer, regulates the anset of
mitosiz in fission yeast Mol Brof Ceff 9(121:3321-34.

Karin, M. y Hunter, T. {1935} Transcriptional control by protein phosphorylation: signal transmission fram the cell
surface to the nucleus. Curr Biof, 5(TET47-57.

Karlsson-Rosenthal, C. y Millar, J.B. [2006}. Cdc?5 mechanisme of checkpoint inhibition and recovery. Trends
Celf Biol 16(6):285-32.

Kato, T. Jr,, Okazaki, K., Murakami, H., Stettler, 8., Fantes, P.A y Okayama, H. [1336}. Stress signal, mediated by
a Hagl-like MAF kinase, contrals sexual developmentin fission yeast FEOS Lett 3TH(3):207-12.

Kawamukai, M. (1989} Isalation of a novel gene, moe2”, encoding 3 putative RMA helicase as a suppressar of
sterile strains in Schizosaccharomyces pormbe. Biochim Biophys Acta. 14460 1-2193-101.

Kearsey, S.E., Montgomery, 5., Labib, K. y Lindner, K. {2000} Chromatin binding of the fission yeast replication
factor Mcm4 occurs during anaphase and requires ORC and Cdc18. EMBO J.18(7T ) 168 1-50.

Kelly, T.J., Martin, G.5., Forsburg, S.L., Stephen, R.J., Russo, A. Murse, P. (1933} The fissian yeast cdefg”
gene product couples S-phase to start and mitosis. Cefl T4:371-382.

Kellogg, D.R. (2003} Wee1-dependent mechanisms required for coardination of cell growth and cell division. J Ceff
Sef. 116{Pt 24 1:4803-90.

Kief, D.R. y Warner, J.R. (13981}. Hierarchy of elements requlating synthes=is of nbosomal proteins in Sgccharomyces
cerevisige. Mol Celf Biof 1(11%1016-23.

Kitamura, K., Maekawa, H. y Shimoda, C. (19598} Fi=sion yeast 5te8, a homalog of Hetl/Cdh 1 and Fizzy-related, is
3 novel negative regulatar of cell cycle progression during G1-phase. Mol Biof Cell 3(b): 1065-80.

Kleinschmidt, M., Schulz, R. y Braus, GH. (2008} The yeast CFCXASCT gene is regulated by the transcription
factars Fhilp and Ith1p. Corr Genet. 49(4 3:218-28.

Kobori, H.,, Toda, T., Yaguchi, H., Toya, M., Yanagida, M.y Osumi, M. (15894} Fission yeast protein kinase C gene
homolagues are required for protoplast regeneration: 3 functional link between cell wall formation and cell shape
cantrol. J Cell Scd 107 [ Fta)y:1131-8.

Korchak, H.M. y Kilpatrick, L.E. (2001} Rales for beta |l-protein kinase C and RACKT in positive and negative
signaling far superoxide anion generation in differentiated HLBO cells. J Bl Chem. 276(123:85810-7.

Kovelman, R. y Russell, P. (1996} Stockpiling of Cdc26 during a DMWA replication checkpaint arrest in
Sehizosaccharomyces pormbe. Mol Celf Biol 16(1):86-93.

Kristjansdottir. K. y Rudolph, J. (2004} Cdc25 phosphatases and cancer. Cherm Qiol 11(8}:1043-51.

Kumagai, A. y Dunphy, W.G. (1336} Furification and molecular claning of Flx1, a Cdc2b—egulatory kinase from
Xenopus eqq extracts. Science. 2735280 1377-80.

Kwon, H.J., Bae, §., 3on, Y.H. y Chung, H.M. (2001}, Expression of the Xenoous homologue of the receptar for
activated C-kinaze 1 [RACK 1) in the Xenopusembrya. Der Genes Evol 211(43:195-T.

L

Laemmli, LLK. (1370} Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4 . Mature.
227:6B0-B5.

Lawrence, C.L., Maekawa, H., Worthington, J.L., Reiter, W., Wilkinson, C.R., Jones, N. (2007}. Kegulation of
Schizasaccharomyces pombe Atf1 protein levels by Styl-mediated phosphorylation and heterodimerization with
Feorl. J Biol Chem. 282(8%:5160-70.

Lee, K.5., Asano, 5., Park, J.E., Sakchaisri, K. y Erikson, R.L. (2005} Monitoring the cell cycle by multi-kinase-
dependentregulation of Swe 10%ee in budding yeast. Celf Cyele. 4(10%1345-3.

Lee, M.G. y Nurse ,P. (1987} Complementation used to clone 3 human homologue of the fission yeast cell cycle
cantrol gene cdc? . Meture, 32T(611TE31-5.

194



Lee, T.l., Rinaldi, N.J., Robert, F., OGdom, D.T., Bar-Joseph, Z., Gerber, G.K., Hannett, N.M., Harbison, C.T.,
Thompson, C.M., Simon, |., Zeitlinger, J., Jennings, E.G., Murray, H.L., Gordon, D.B., Ren, B., Wyrick, J.J.,
Tagne, J.B., Yolkert, T.L., Fraenkel, E., Gifford, D.K. y Young, R.A. (2002} Transcriptional regulatory netwarks in
Saccharomyces cereviside. Soence. 290(65341:733-804 .

Leupold, U. (1350}. Die Yererbung won Homaothallie und Heterothallie bel Schizosaccharomyces pombe. & F Trav.
Lab. Carlsberg. Ser. Physiol 24 381-480.

Levin, D.E. (2005}. Cell wall integrity signaling in Saccharomyces cere visiae. Morobiol Mol Brof Rey. 53123 262-31.

Liliental, J. y Chang, D.D. (1358} Fack1, a receptar for activated protein kinase C, interacts with integrin beta
subunit. J 8iof Chem. 273(41:2373-83.

Lincoln, A.J., Wickramasinghe, D., Stein, P., Schultz, R.M., Palko, M.E., De Miguel, M.P., Tessarollo, L. ¥
Donovan, P.J. (2002} Cdc25b phosphatase is required for resumption of meiosis during aocyte maturation. Mat
Fenet. 004 y446-9.

Lindsay, H.D., Griffiths, D.J., Edwards, R.., Christensen, P.U., Murray, J.M., Osman, F., Walworth, N. y Carr,
A.M. (1988} S-phase-specific activation of Cds1 kinase defines 3 subpathway of the checkpaint response in
Schizosaccharomiyces pombe. Genes Der. 12(3):382-35.

Link, A.J., Eng, J., Schieltz, D.M., Carmack, E., Mize, G.J., Morris, D.R., Garvik, B.M. y Yates, J.R. 3™ (13588}
Direct analysis of protein complexes using mass specrometry. Mat Biotechnol 17(T:E7TE-B2.

Loewith, R., Hubberstey, A. ¥y Young, D. (2000}. 5kh1, the MEK component of the Mkh1 =signaling pathway in
Schizosaccharomyces pombe. J Ceff Sof 113 [ Pt 1):153-60.

Longtine, M.S., Theesfeld, C.L., McMillan, J.N., Weaver, E., Pringle, J.R. y Lew, D.J. (2000}. Septin-dependent
assembly of 3 cell cycle-requlatory module in Saccharomyces cerevisiae. Mol Cell Giol 200113:4043-61.

Lopez-Aviles, 5, Grande, M., Gonzalez, M., Helgesen, A.L., Alemany, ¥., Sanchez-Piris, M., Bachs, O, Millar,
J.B. y Aligue, R. [2005}. Inactivation of the Cdc25 phosphatase by the stress-activated Srk1 kinase in fission yeast.
Mol Cedl 17011:49-59.

Lopez-Aviles, S.,, Lambea, E., Moldon, A., Grande, M., Fajardo, A., Rodriguez-Gabriel, MA., Hidalgo, E. y
Aligue, R. (2008}. Activation of Srk1 by the mitogen-activated protein kinase Sty 1/Spel precedes its dissociation
from the kinase and signals its degradation. Mol Bl Cell 194 2 1670-5.

Lopez-Bergami, P., Habelhah, H., Bhoumik, A., Zhang, W., Wang, L.H., Ronai, Z. (2005} RACK1 mediates
activation of INK by protein kinase C. Mol Cefl 18035:308-20.

Lopez-Girona, A., Furnari, B., Mondesert, O. y Russell, P. (1933} Nuclear localization of Cdc25 is regulated by
OMA damage and 3 14-3-3 protein. Mature. 397 (BT 15} 17425,

Lopez-Girona, A., Kanoh, J. y Russell, P. (2001} Muclear exclusion of Cdc25 is not required for the ONA damage
checkpaint in fission yeast. Core Griol 11(1):50-4 .

Lowndes, N.F., Mclnerny, C.J., Johnson, A.L., Fantes, P.A. y Johnston, .LH. (1332} Caontrol of ONA synthesis
qenes in fission yeast by the cell-oyele gene cdefd” Mature. A55(6359%:449-53 .

Lundgren, K., Walworth, N., Booher, R., Dembski, M., Kirschne,r M. y Beach, D. {18581} Mik1 and ‘Weel
caaperate in the inhibitory tyrosine phospharylation of Cdc2. Cefl 64(6):1111-22

Ma, ¥., Kuno, T., Kita, A., Asayama, Y. y Sugiura, R. (2006). Ehol is a target of the farnesyltransferase Cpp1 and
acts upstream of Fmk1 mitogen-activated protein kinase signaling in fission yeast. Mol 8rof Cell 5028-37.

MacHNeill, SA., y Fantes, P.A. (1337}, Genetic and physiolagical analysis of DMA replication in fission yeast.
Methods Enzymol 283, 440451,

Madrid, M., Nafiez, A., Soto, T., Vicente-Soler, J., Gacto, M. y Cansado, J. (2007} Stress-activated pratein

kinase-mediated down-regulation of the cell integrity pathway mitogen-actvated protein kinase Pmk1p by protein
phosphatases. Mol Biof Cell 18(1134405-19.

195



Madrid, M., Soto, T., Franco, A., Paredes, V., Vicente, J., Hidalgo, E., Gacto, M. y Cansado, J. (2004} A
caoperative rale for Atf1 and Papl in the detoxificaton of the oxidative stress induced by glucose deprivation in
Schizasaccharomyces pombe. J Biol Chem 273(403:41534-602

Madrid, M., Soto, T., Khong, H.K., Franeo, A_, Vicente, J., Pérez, P., Gacto, M. y Cansado, J. (2006} Stress-
induced respanse, localization, and regulation of the Pmk1 cell integrity pathway in Schizoszccharomyces pombe. J
Biol Chem 281(4):2033-43.

Mamidipudi, V., Chang, B.Y., Harte, R.A., Lee, K.C. y Cartwright, CA. (2004} RACK inhibite the serum- and
ancharage-independent growth of w-Src transformed cells. FESS Lett. 567(2-33:321-6.

Manke, .IA., Nguyen, A_, Lim, D., Stewart, M.Q., Elia, A.E. y Yaffe, M.B. (2005} MAFKAF kinaze-2 is a cell cycle
checkpoint kinase that requlates the G#M fransition and S phase progression in response to UV irradiation. Mol Cell
17133748,

Marshall, CJ. (1335} Specificity of receptor tyrosine kinase signaling: transient wersus sustained extracellular
signal-regulated kinase activation. Cell. BO(2):173-85.

Martin-Castellanos, C., Elanco, M.A., de Prada, J.M. y Moreno, 8. (2000}. The puc1 cyclin requlates the G1 phase
of the fission yeast cell cycle in response to cell size. Mol Biof Cell (23:543-54.

Martin-Castellanos, C., Labib, K. y Moreno, 8. {1286}. B-type cyclins regulate G1 progression in fission yeast in
apposition ta the p25™™' cdk inhibitor. SMOC J. 15(4):839-49.

Martin, 5.G. y Berthelot-Grosjean, M. (2003}. Folar gradients of the DY REK-family kinase Fom1 couple cell length
with the cell cycle. Mature. 453(7248)852-5.

Martin, V., Rodriguez-Gabriel, M.A., McDonald, W.H., Watt, 5., Yates, J.R. 3”’, Bahler, J. ¥y Russell, P. (2006).
Cip1 and Cip2 are novel RMA-recognition-matif proteins that counteract Csx1 function during oxidative stress. Mol
Biol Cedl 17(3):1176-83.

Matsusaka, T.y Pines,J. (2004} Chfr acts with the p38 stress kinases to block entry to mitosis in mammalian cells.
J Celf Biol 166{4x507-16.

Mattison, C.P. y Ota, L.M. (2000} Two protein tyrosine phosphatases, Ptpd and Ptpd, modulate the subcellular
localization of the Hog1 MAP kinase in yeast. Genes Dev. 14(1031223-35.

Mattison, CP_, Spencer, 5.5, Kresge, K.A., Lee, J. y Ota, |.M. (1333). Differential regulation aof the cell wall

integrity mitogen-activated protein kinase pathway in budding yeast by the protein tyrosine phosphatases Ptp? and
Ftpd. Mol Celf il 13(11:7651-60.

Maundrell, K. (1390} nmt1 of figsion yeast. A highly transcribed gene completely repressed by thiamine. J 8iof
Chem. 28519} 10857-10064.

Mec Cahill, A., Warwicker, J., Bolger, G.BE., Houslay, M.D. y Yarwood, 5.J. (2002} The RACK1 scaffald protein: a
dynamic cag in cell respanse mechanisms. Mol Pharmacol B2(6)1261-73.

MeGowan, C.H. y Russell, P. (1335} Cell cycle regulation of human WEE1. EMAC J. 14(10}: 2166-75.

MeLeod, M., Shor, B, Caporaso, A, Wang, W., Chen, H. y Hu, L. (2000}). Cpc2, 3 fission yeast homalogue of
mammalian RACK1 protein, interacts with Ran1 (Fatl} kinase to requlate cell cycle progression and meiotic
development Mol Ceff 8l 2001134016-27.

MeMillan, J.N., Sia, R.A., Bardes,E.S.y Lew, D.J. (13393} Fhosphorylation-independent inhibition of Cdc28p by the
tyrosine kinase Swe 1p in the marphogenesis checkpoint. Mof Ceff 8iof 15(9}:5981-90.

MeMillan, J.N., Theesfeld, C.L., Harrison, J.C., Bardes, E.S. y Lew, D.J. (2002}, Determinants of Swelp
degradation in Saccharomyces cerevisie. Mol iol Ceff 13103 3560-75.

Mikhailov, A., Shinohara, M. y Rieder, C.L. (2005} The p3B-mediated stress-actvated checkpoint. A rapid
response system for delaying progression through antephase and entry into mitosis. Cell Cyole. 4(1):07-62.

Millar, J.B., Buck, V. y Wilkinson, M.G. {1835} Pyp1 and Pyp? FTPases dephaosphorylate an osmosensing MAP
kinase contralling cell size at divisian in fission yeast. Genes Dev. 9(1732117-30.

196



Millar, J., MeGowan, C., Jones, R., Sadhu, K., Bueno, A., Richardson, H. ¥ Russell, P. {1331} Cdc2?& M-phase
inducer. Coid Spring Hard Symp Quant Biof. 56:577-84 .

Miller, R.C. {1872} Assymetric annealing of an RMA linked DMA molecule isolated during the initiation of
bacteriophage TV OMA replication. 8iocherr Biophys Res Cormimun. 43 1082-1086.

Mitchison, J. (1370} Methods in Cell Physiology. Academic Press.4: 131-165.

Mochida, 5., Esashi, F., Aono, N., Tamai, K., O'Connell, M.J. y Yanagida, M. (2004} Fegulation of checkpaint
kinases through dynamic interacton with Crb2. EMBO ) 23(2 54 18-18.

MochlyRosen, D., Khaner, H. y Lopez, J. (1831} Identification of intracellular receptor proteins far activated
protein kinase C. Proc Matf Acad Soi U S A BB(9):3397-4000.

Moreno, 5., Klar, A. y Nurse, P. (1331} Maolecular genetic analysis of fission yeast Schizosaccharomyces pombe.
Meth Enzymol 194:735-823.

Moreno, 8., Labib, K., Correa, J. y Nurse, P. (1334} Keqgulation of the cell cycle timing of Start in figsion yeast by
the rum?” gene. J Cell Sof Suppl. 18:83-8.

Moreno, S. y Nurse, P. (1994} Requlation of progression through the G1 phase of the cell cycle by the ramf " gene.
Mature, 367 (G460): 23642

Morgan, D. O (2007} The cell cyecle. Principles of contral. Mew Science Press. Oxfard University Fress, UK.

Morigasaki, 8., Shimada, K., lkner, A., Yanagida, M. y Shiozaki, K. (2008}. Glycolytic enzyme GAPDOH promotes
peroxide stress signaling through muoltistep phosphorelay to a MAPK cascade . Mol Celf 30(1):108-13.

Moseley, J.B., Mayeux, A., Paoletti, A. y Murse, P. (2003} A spahbal gradient caordinates cell size and mitatic entry
in fission yeast. Mature. 453(7248}:857-60.

Mueller, P.R., Coleman, T.R. y Dunphy, W,G. (1335}, Cell cycle regulation of a Xenopus Weel-like kinase. Mol Biol
Cell 6(1%119-34.

Nakano, K., Arai, R. y Mabuchi, I. (1397} The small GTF-binding protein Rha1 is 3 multifunctional protein that
regulates actin localization, cell polarity, and septum formation in the fission yeast Schizosaccharomyces pombe.
Fenes Cells. 2(11}:675-84.

Makano, K_, Mutoh, T. y Mabuchi, I. (2001}, Characterization of GTFase-activating prateins far the function of the
Fho-family small GTFases in the fission yeast Schizosacchamimyces pombe. Genes Cells. 612103 1-42.

MNakashima, A., Chen. L., Thao, N.P., Fujiwara, M., Wong, H.L., Kuwano, M., Umemura, .K, Shirasu, K.,
Kawasaki, T. y Shimamoto, K. (2008} RACK1 functons in rice innate immunity by interacting with the Raci
immune complex. Plant Cell 20(H;2265-79.

MNatarajan, K., Meyer, M.R., Jackson, B.M., Slade, D., Roberts, C., Hinnebusch, A.G. y Marton, M.J. (2001}
Transcriptional profiling shows that Gon4p is 8 master requlator of gene expression during amino acid s@rvation in
yeast. Mol Celf Giol 21(1334347-60.

Meer, E.J., Sehmidt, C.J., Nambudripad, R. y Smith, T.F. (1334} The ancient requlatorg-protein familky of WO-
repeat proteins. Mature. 37106485 2597-300.

Nguyen, A.N. y Shiozaki, K. (13393} Hest-shock-induced activation of stress MAF kinase is requlated by threanine-
and tyrosine-specific phosphatases. Genes Der. 13(13):16563-634.

Nguyen, A.N., Lee, A., Place, W. y Shiozaki, K. (2000}. Multistep phosphorelay proteins transmit oxidative stress
gignals to the fiszion yeast stress-activated protein kinase. Mol Qiol Cefl. 11(4%1169-81.

MNigg, E.A. (1993} Cellular substates of |:|Ei4EIIE2 and its companion cyclin-dependent kinases. Trends Cell Giol
(9% 296-301.

Morbury, C. y Nurse, P. (1330}, Controls of cell praliferaton inyeast and animals. Ciba Found Syimp. 160:168-77

Murse, P. (1375}, Genetic contral of cell size at cell division in yeast Mature. 26615518364 7-51.

197



Murse, P. (1885} Mutants of the fission yeast Schizosaccharomyces pombe which alter the shift between cell
praoliferation and sporulation. Mol Gen Genet. 198:437-502 .

Murse, P. y Thuriaux, P. (1980}, Regulatory genes controlling mitosis in the fission yeast Schizosaccharomyces
pambe. Geneties. 96(3xE27-37

Murse, P., Thuriauz, P. y Nasmyth, K. (1376} Genetic control of the cell division cycle in the fission yeast
Schizasaccharomyces pombe. Mal Gen Genet. 146(23167-7T8.

0

O'Connell, M.J., Raleigh, J.M., Verkade, H.M. y Nurse, P. (1337} Chk1 is 3 weel kinase in the Ga ONA damage
checkpoint inhibiting Cde2 by ¥ 15 phosphorylation. EMBO J. 16(3:5645-54

O'Connell, M.J., Walworth, N.C. y Carr, A.M. (2000} The G2-phase ONA-damage checkpoint. Trends Cell Qiol
1007 3296-303.

P

Paul, S K., Gowatari, ¥. y Kawamukai, M. (2003} A large complex mediated by Moc1, Moc? and Cpc? regulates
sexual differentiation in fission yweast. FEQS J 2T6(1H;:607E-33.

Paredes, ¥., Franco, A., Soto, T., Vicente-Soler, J., Gacto, My Cansado, J. (2003}. Different roles for the stress-
activated protein kinase pathway in the regulation of trehalose metabolism in Schizosacchamomyoes pormbe.
Microbiofogy. 148(Pt T):1745-53.

Paredes, V., Franco, A., Madrid, M., Soto, T., Vicente-Soler, J., Gaeto, M. y Cansado, J. (2004} Transcriptional
and post-translatonal requlation of neutral rehalase in Schizosaccharomyces porrbe during thermal stress. Yeast.
21(7y593-603.

Parker, L.L., Walter, 5.A., Young, P.G. y Piwnica-Worms, H. (1993} Fhasphorylation and inactivation of the mitotic
inhibitar Wee 1 by the mimifedr! kinase. Mature. 363(6431):736-H.

Parrilla-Castellar, E.R., Arlander, £.J. y Karnitz, L. (2004} Dial 9-1-1 far ONA damage: the Rad3-Hus1-Rad1 [8-1-
1} clamp complex. OMNA Repair (Amst). 3(B-3%1009-14.

Pascale, A., Fortino, |., Govoni, 2., Trabucchi, M., Wetsel, W.C. y Battaini, F. ({1336} Functional impairment in
protein kinase C by RACK (receptor for activated C kinase 1} deficiency in aged rat brain cortex. J Meurochem
BTB)2471-7.

Petersen, J. y Hagan, LM. (2003} 5 pombe gurara kinase/survivin is required for chromosome condensation and
the spindle checkpaoint attachmentresponse. Curr Siol 13(73:530-7.

Petersen, J. y Hagan, .M. (2005} Folo kinase links the stress pathway ta cell cycle contral and tip growth in fission
yveast Mature 435(T0413:607-12.

o]
Guinn, J., Findlay, V.., Dawson, K., Millar, J.B., Jones, N., Morgan, B.A. ¥y Toone, W.M. (2002} Distinct

regulatory proteins control the graded transcriptional response to increasing H:Op levels in fission yeast
Sechizasaccharomyces pombe. Mal Giof Cell 13(3):805-15.

R

Rajavel, M., Philip, B., Buehrer, B.M., Errede, B. y Levin, D.E. (1333). MidZ is 3 putatve sensar far cell integrity
signaling in Saccharomyoes cerevistae. Mol Cell Biof 13(6}:3868-76.

Reiter, W., Watt, 5., Dawson, K., Lawrence, C.L., Bihler, J., Jones, N. y Wilkinson, C.R. (2008}. Fission yeast
MAF kinase Sty 1 is recruited to stress-induced genes. J Hiol Chem (15):9945-56.

Rhind, N. y Russell, P. (2000}. Chk1 and Cds1: linchpins of the OMA damage and replication checkpaint pathways.
JCelf Sed 113 Pt 223:3085-96.

198



Rodriguez-Gabriel, M.A., Burns, G., MeDonald, W.H., Martin, V., Yates, J.R. 3rd, Bihler, J. y Russell, P. (2003}
RhA-binding protein Csx1 mediates global caontrol of gene expression in response to oxidatve stress. EMBC J
22(23%6256-66.

Rodriguez-Gabriel, M.A_, Watt, 5., Biahler, J. y Russell, P. (2006). Upf1, an EKA helicaze required for nonsense-
mediated mRENA decay, madulates the transcripiional response to oxidative stress in fission yeast. Mol Cell Qiol
2E(17L6347-66.

Rodriguez-Gabriel, M.A_y Russell, P. (2005). Distinct signaling pathways respond to arsenite and reactve oxygen
species in Schizosgccharomyces pombe. Cukanyot Cell 4(BY 1336402

Rodriguez, MM., Ron, D., Touhara, K., Chen, C.H. ¥y Mochly-Rosen, D. (1339} RACK1, 3 protein kinase C
anchoring protein, coordinates the binding of activated protein kinase C and select pleckstrin homalogy domaings i
vitro. Biochemistry. 38423 137T87-94

Ron, D., Chen, C.H., Caldwell, J., Jamieson, L., Orr, E. y Mochly-Rosen, D. {1334} Cloning of an intracellular
receptar for protein kinase C: a homalog of the beta subunit of G proteing. Proc Mat! Acad 5ol S A 31(3):H35-413.

Ron, D., Jiang, Z., Yao, L., Vagts, A., Diamond, |. y Gordon, A. (13933} Coardinated mavement of RACKT with
activated betalIPKC. ) Biof Chemy. 274(38):2703946.

Rupes, . (2002} Checking cell size inyeast. Trends Genet. 1H(3)473-85.

Russell, P. y Nurse, P. {19086}, coe25" functions as an inducer in the mitotic control of fission yeast.Cell 45(1)145-
b3,

Russell, P. y Hurse, P. {1987} Megative regulation of mitasis by wee”, a gene encaoding a protein kinase homalag.
Celf 4904 }:659-67.

Russell, P. y Nurse, P. (1387} The mitatic inducer aimd" functions in 3 requlatary network aof protein kinase
haomaologs contralling the initiation of mitasis. Celd. 43[4} 569-T6.

S

Sakchaisri, K., Asano, 8., Yu, L.R., Shulewitz, M.J., Park,C.J,, Park, J.E., Cho, Y.W.,Veenstra, T.D., Thorner, J.
¥y Lee, K.5. (2004} Coupling marphogenesis to mitotic entry. Proc Natl dcad SeiUSA 101(123:4124-9.

Sambrook, J., Fritseh, EF. y Maniatis, T. (139398} Malecular cloning: a Isboratary manual, 2" el Cold Spring
Harbor Laboratory Press. Cold Spring Harbar, WY,

Samejima, ., Mackie, 5., Warbrick, E., Weisman, R., Fantes, P.A. (1998}, The fizsion yeast mitatic requlstor wing ™
encodes an MAF kinase kinase kinase that phospharylates and activates Wis1 MAF kinase kinase in response ta
high asmalarity. Mol 8wl Cefl 9(8)2326-35.

Samejima, |, Mackie, S. y Fantes P.A_ (1987}, Multiple modes of activaton of the stress-responsive MAF kinase
pathway in fission yeast. EMBC ) 1620y 6162-70.

Sanchez-Piris, M., Posas, F., Alemany, V., Winge, |, Hidalgo, E., Bachs, O. y Aligue, R (2002} The
gerine/Ahreonine kinase Cmk?2 i= required for oxidative stress response in fission yeast. J Biol Chem. 277(20017722-
T

Sanguino, E., Roglans, N., Alegret, M., Sanchez, R.M., Vazquez-Carrera, M. y Laguna, J.C. (2004} Prevention of
age-related changes in rat cortex transcription factar activatar protein-1 by hypalipidemic drugs. Bwochem Pharmacol.
GR{TX1411-21.

Sanso, M., Gogol, M., Ayté, J., Seidel, C. y Hidalgo, E. (2008). Transcription factors Pcrl and Atf1 have distinct
roles in stress- and Sty 1-dependent gene regulation. Eukaryot Cell Ti6):B26-35.

Satoh, R., Morita, T., Takada, H., Kita, A., Ishiwata, 5., Doi, A., Hagihara, K., Taga, A., Matsumura, ¥., Tohda, H.
¥ Sugiura, R. (2003). KEole of the ENA-binding protein Mrd1 and Fmk1 mitogen-actwvated protein kinase in the
regulation of myosin mRMNA stability in fission yeast. Mol Biof Cell 20(9)2473-85.

Sazer, S. y Sherwood. S.W. (1330} Mitachandrial growth and OMA =synthesis occur in the absence of nuclear OMA
replication in fission yeast. J Celf Sof 37(Pt336058-16.

199



Schaller, C., Brewster, J.L., Alexander, M.R., Gustin, M.C. y Ruis, H. (1334} The HOG pathway cantrals osmotic
regulation of transcription wia the stress response element (STRE) of the Saccharompces cerevisiae CTT1 gene.
ENMBO J. 13(18%43082-9.

Schaeffer, HJ. y Weber, M.J. (1993}, Mitogen-actiwvated protein kinases specific messages from ubiguitous
messengers. Mol Biol Cell 1904 ¥ 243544

Schechtman, D. y Mochly-Rosen, D. (2001} Adaptar proteing in protein kinase C-medisted signal transduction.
Cncogene. 20044 3633947,

Schloss, J.A, (1930} A Chlamydomonas gene encodes 3 G protein beta subunitlike polypeptide. Mal Gen Genet.
2213 443-52.

Schneider-Poetsch, T., Ju, J., Eyler, D.E., Dang, Y., Bhat, 5., Merrick, W.C., Green, R.,, Shen, B. ¥ Liu, J.0.
(2010} Inhibitian of eukaryotic ranslation elongation by cycloheximide and lactmidamycin. Mat Chem Siof 6(3):208-
17.

Selcher, J.C., Weeber, E.J., Varga, AW., Sweatt, J.D. y Swank, M. (2002} Frotein kinase signal transduction
cascadesin mammalian associative conditioning. Meuroscientist. B(2}:122-31.

Sengar, A5, Markley, N.A., Marini, N.J. y Young, D. (1337} Mkh1, a MEK kinase required for cell wall integrity
and proper response to osmotic and temperature stress in Schizosaccharamyces pombe. Mol Cell Biof. 17(7T):3508-
19.

Sengupta, J., Nilsson, J.,, Gursky, R., Spahn, C.M., Nissen, P. y Frank, J. (2004}. Identification of the wversatile
scaffald protein BACK an the eukaryotic ribosome by eryo-EM - Mat Struct Mol iof. 11(103:957-62.

Shieh, J.C., Wilkinson, M.G., Buck, ¥., Morgan, B.A., Makino, K. y Millar, J.B. (1337}. The Mcs4 response
regulator coardinately controls the stress-activated Wak1-Wis1-5ty1 MAF kinase pathway and fission yeast cell
cycle . Genes Dev. 11(8):1008-22.

Shieh, J.C., Wilkinson, M.G. y Millar, J.B. (1998} The “Win1 mitotic regulatar is 3 component of the figsion yeast
stress-activated Sty1 MAFK pathway. Mol Biof Cell 9(21:311-22

Shiozaki, K. y Russell, P. (1335} Cell-cycle cantrol linked to extracellular enviranment by MAF kinase pathway in
fiszion yeast. Mature. 3TH(G558):739-43.

Shiozaki, K. y Russell, P. (1335}, Counteractive roles of protein phosphatase 2C (FFP2C) and a MAF kinase kinase
hamaolag in the asmaregulstion of fission yeast. EMOC J. 14(3):432-502.

Shiozaki, K. y Russell, P. {1336} Conjugstion, meiosis, and the osmotic stress respanse are regulated by Spei
kinase through Atf1 transcription factor in fission yeast. Genes Dev. 10( 18122 76-88.

Shiozaki, K. y Russell, P. (1397} Stress-activated protein kinase pathway in cell cycle control of fission yeast.
Methods Cnzymol 283:506-210.

Shiozaki, K., Shiozaki, M., Russell, P. [1537}. Mcs4 mitotic catastrophe suppressor regulates the fission yeast cell
cycle through the Wik 1-Wis1-Spcl kinase cascade. Mol Biol Cefl B(33403-19.

Shiozaki, K., Shiozaki, M. y Russell, P. {13398}, Heat stress activates fizsion yeast SpoliStyl MAPK by a MEKEK-
independent mechanism. Mol iof Cell 916} 1333-43.

Shor, B., Calaycay, J., Rushbrook, J. ¥y MeLeod, M. (2003} Cpc/RACKT is 3 ribosome-associated protein that
promotes efficient translation in Schizosaccharomyces pombe. J Biol Gherm, 27H(48)74581159-28.

Shulewitz, M., Inouye, CJ. y Thorner, J. (1393} Hsl7 localizes to a septin ring and =erves 35 an adapter in 3
regulatory pathway that relieves tyrosine phospharylation of CdclB pratein kinase in Sgccharmimyces cerevisiae. Mol
Cell Qiol 13010%7123-37.

Sia, R.A_, Bardes, E.S. y Lew, D.J. (1998} Caontrol of Swe 1p degradation by the marphogenesis checkpaint. EMAC
JOITI22)BETH-88.

Sipiezki, M. (2000} VWhere does fission yeast sit on the tree of life? Genome Qiol 1{2) reviews1011 .1

Smith, D.A., Toone, W.M., Chen, D., Bahler, J., Jones, N., Morgan, B.A. y Quinn, J. (2002}, The Srk1 protein
kinase is a \Argetfor the Sty 1 stress-activated MAFK in fission yeast. J Siof Chem 277365334 11-21.

200



Soto, T., Beltran, F.F., Paredes, ¥., Madrid, M., Millar, J.B., Vicente-Soler, J., Cansado, J. y Gacto, M. (2002}
Cold induces stress-activated protein kinase-mediated response in the fission yeast Schizosaccharomyces pombe.
Eur J Biochem. 269(20):5056-65.

Soto, T., Ndfiez, A., Madrid, M., Vicente, J., Gaeto, M. y Cansado J. (2007}. Transduction of centrifugation-
induced gravity farces through mitogen-activated protein kinase pathways in the fission yeast Schizosaccharomyces
pambe. Microbiology. 163(Pt6)16158-29.

Soto, T., Villar-Tajadura, M.A., Madrid, M., Vicente, J., Gacto, M., Perez, P. y Cansado J. (2010). Rgad
modulates the activity of the fission yeast cell integrity MAPK pathway by acting as a Eho2 GTFase-activating
protein. J Bl Chem 2850153 11516-25.

Sprang, 3.R. (19897} G proteing, effectars and GAFs: structure and mechanism. Cur O Struct ol 7B H43-56.

Sreenivasan, A. y Kellogg, D. (13993} The &/mf kinase functions in a mitotic signaling network in budding yeast. Mafl
Celf Biol 19(12;7983-34.

Stern, B. y Nurse, P. [1336}. A quantitative model for the cdc? control of 5 phase and mitosis in fission yeast.
Trends Genet. 12(9):345-50.

Stettler, S., Warbrick, E., Prochnik, S., Mackie, 5. y Fantes, P. [1396). The wis1 =signal transduction pathway is
required for expression of cAMP-repressed genes in fission yeast. J Cell Sof 109 (PL731827-36.

Suda M., ¥Yamada, 5., Toda, T., Miyakawa, T. y Hirata, D. (2000}. Regulation of YWeel kinase in response ta
protein synthesis inhibition. FEBS Lett. 486(3)305-5.

Sugiura, R., Kita, A., Shimizu, Y., Shuntoh, H, Sio, 5.0. y Kuno, T. (2003}. Feedback regulation aof MAFK
signalling by an RNA-binding protein. Mature. 424(59513:961-5.

Sugiura, R, Toda, T., Dhut, 5., Shuntoh, H. y Kuno, T. (1888} The MAPK kinase Pek1 acts as a phospharylation-
dependent molecular switch. Mature. 399(6735)3:473-83.

Sugiura, R., Toda, T., Shuntoh, H., Yanagida, M. y Kuno, T. (1398} prmp?”, 3 suppressor of calcneurin deficiency,
encodes a novel MAP kinase phosphatase in fission yeast. EMEC S 17(1):140-8.

T

Takada, H, Nishimura, M., Asayama, Y., Mannse, Y., Ishiwata, S., Kita, A., Doi, A., Nishida, A., Kai, N.,
Moriuchi, 5., Tohda, H., Giga-Hama, Y., Kuno, T. y Sugiura, R. (2007} Atf1 iz a target of the mitogen-activated
protein kinase Fmk1 and regulates cell integrity in fission yeast. Mol Qiof Cell 18(12):47934-802

Takada, H., Nishida, A., Domae, M., Kita, A., Yamano, Y., Uchida, A., Ishiwata, 5., Fang, Y., Zhou, X., Masuko,
T., Kinoshita, M., Kakehi, K. y Sugiura, R. (2010} The cell surface pratein gene ecmd3” is a target af the twao
transcription factaors Atf1 and Mbx1 and negatively regulates Pmk1 MAPE cell inte grity signaling in fission yeast Mol
Siol Cell 21(43674-85.

Takizawa, C.G. y Morgan, D.O. (2000} Contral of mitosis by changes in the subcellular location of cyclin-B1-Cdk1
and Cdc26C. Curr Ooin Celf Biol 12(6):658-65.

Tang, £., Coleman, T.R. ¥y Dunphy, W.G. {1993} Twao distinct mechanisme for negative regulation of the ‘Wee
protein kinase. EMAC . 12(3%3427-36.

Tibbles, L.A. y Woodgett, J.R. (139583}. The stress-activated protein kinase pathways. Cell Mol Life Sci. 5510} 1230-
64,

Toda, T., Dhut, 8., Supertifurga, G., Gotoh, Y., Nishida, E., Sugiura, R. ¥y Kuno, T. [19536). The fiszion yeast
pimk?” gene encodes a novel mitagen-activated protein kinase homalog which regulates cell integrity and functions
caardinate ly with the protein kinase C pathway. Mol Celf Qiof. 16(12}:6752-64.

Toda, T., Shimanuki, M. y Yanagida, M. (13393} Two novel protein kinase C-related genes of figsion yeast are
essential for cell wiability and implicated in cell shape cantral. EMBC J 12(5%1887-35.

Towbin, H,, Staehelin, T. y Gordon, J. (13973). Electroforetic transfer of proteins from polyacrylamide gels ta
nitrocellulose sheets: procedure and some applications. Proc Watf Acad Sof USA. TE4350-54 .

Treisman, R. (1396}. Regulation of transcription by MAF kinase cascades. Corr Opin Celf Grof B(23:205-15.

201



Tsukahara, K., Yamamoto, H. y Okayama, H. (1398} An ENA binding protein negatively cantralling differentiation
in fission yeast. Mol Celf Qiol THIB )44 88-30 .

Tvegard, T., Soltani, H., Skjelberg, H.C., Krohn, M., Nilssen, E.A., Kearsey, S.E., Grallert, E. y Boye E. (2007} A
navel checkpoint mechanism regulating the G /S transition. Genes Dew. 21(61:649-54.

'

Valerius, 0., Kleinschmidt, M., Rachfall, N., Schulze, F., Lopez Marin, 8., Hoppert, M., Streckfuss-Eomeke, K.,
Fischer, C.y Braus, G.H. (2007} The Szccharomyces homolog of mammalian RACKT, CpoiAsclp, is required for
FLC11-dependent adhesive growth and dimarphism. Mol Celf Proteorries. 6(11%1968-79.

Vani, K., Yang, G. y Mohler, J. (1337} Isolation and cloning of 3 Orosophifa homolog to the mammalian RACK
gene, implicated in FKC-mediated signalling. 8iochim Blophys Acta. 1358[1367-71.

Verna, J., Lodder, A., Lee, K., Yagts, A. y Ballester, R. (1337} A family of genes required for maintenance of cell
wall integrity and far the stress response in Saccharamyces cerevisiae. Proc Matldozd Sci U S A 84(26):13804-3.

Villar-Tajadura, M.A., Coll, P.M., Madrid, M., Cansado, J., 3antos, B. y Pérez, P. (2008). Rgal iz a Rho? GAP
thatregulates marphogenesis and cell integrity in 5. pombe. Mol Microbiol. 704y BE7-81.

Vivaneos, A.P., Castillo, E.A., Jones, N., Ayté, J. y Hidalgo, E. (2004} Actwation of the redox sensor Fapl by
hydrogen peroxide requires madulation ofthe intracellular axidant concentration. Mol Mierobiol. 52(5) 1427-35.

Vivancos, A.P., Jara, M., Zuin, A., Sanso6, M. y Hidalgo, E. (2006} Oxidative stress in Schizosaccharomyces
pombe: different HaOa levels, different response pathways. Mol Genet Genomics. 276(6 4 585-502.

w

Wang, X.J., Warren, B.S., Rupp, T., Beltran, L.M. y DiGiovanni, J. (1994} Loss of mouse epidermal protein kinase
C izozyme activities following treatment with phorbal ester and non-pharbal ester tumaor pramoters. Carcinogenesis.
19012%2795-803.

Wanke, V., Aceorsi, K., Porro, D., Esposito, F., Russo, T. y Vanoni, M. {1933} In budding yeast, reactive oxygen
gpecies induce both RAS-dependent and RAS-independent cell cycle-specific arrest. Mao! Microbiol 32(4 % 753-64 .

Warbrick, E, y Fantes, P.A. (1931} The Wis1 protein kinase is 3 dosage-dependent regulator of mitosis in
Schizosaccharomyces pombe. EMAIC J. 10(133:4281-8.

Watanabe, N., Broome, M. y Hunter, T. (1935} Eegulation of the human WEETHu COK tyrosine 15-kinase during
the cell cycle. EMBCJ. 14(8)1878-31.

Weinert, T.A. y Hartwell, L.H. (1388} The SA08 gene controls the cell cycle response to DMA damage in
Seccharomyces cerevisige. Soience. 24 1(486833:317-22.

Wek, R.C_, Jiang, H.Y. ¥y Anthony, T.G. (2006} Coping with stress: elF 2 kinases and translational contral. Biochem
Soc Trans. 34(Pt 1:7-11.

Whalen, 5.G., Gingras, A.C., Amankwa, L., Mader, 3., Branton, P.E., Aebersold, R. y Sonenberg, N. (1336}
Phosphorylation of elF-4E an serine 208 by protein kinase C is inhibited by the translational repressors, 4E-binding
proteins. J Biol Chem. 271(20¢ 11831-7.

Wilkinson, M.G., Samuels, M., Takeda, T., Toone, W.M., Shieh, J.C., Toda, T., Millar, J.B. ¥ Jones, N. {1336}
The Atf1 transcription factar is a target for the Styl stress-activated MAF kinase pathway in fission yeast. Genes Dev.
10018%2289-301.

Wolfe, B.A_y Gould, K.L. (2004} Inactivating Cdc26, mitotic style . Cell Cyole. 3(5:501-3.

Wolfe, B.A., McDonald, W.H., Yates, J.R. g™ y Gould, K.L. (2008}. Fhospho-regulation of the Cdcl4:Clp1
phosphatase delays late mitatic events in 5. pombe. Dev Cell. 11(33423-30.

Won, M., Park, 3.K., Hoe, K.L., Jang, ¥.J., Chung, K.S_, Kim, D.U., Kim, HB. y Yoo, H.S. (2001} Rkp 1/Cpc?Z, a3

fiszion yeast RACK homolog, is inwvolved in actin cytoskeleton arganization through protein kinase C, Fck2,
signaling. 8iochem Biophys Res Commun, 282(1%:10-5.

202



Wood, V., Gwilliam, R., Rajandream, M.A., Lyne, M., Lyne, R., Stewart, A., Sgouros, J., Peat, N. et al. (2002}
The genaome sequence of Schizosaccharomyces pombe. Mature 415, B71-80.

Wu, L., Shiozaki, K., Aligue, R. y Russell, P. (1336} Spatial organization of the Nim1-WWee1-Cde2 mitotic contral
netwark in Schizosaccharomyees pormbe. Mol Biof Cell T(1151743-58.

Wu, L. y Russell, P. (1593} Nim1 kinase promotes mitosis by inactivating Wee1 tyrosine kinase. Mature.
JE3E4310:Ta0-41.

Y

Yang, W., Tabancay, A.P. Jr., Urano, J. y Tamanoi, F. (2001}. Failure to farnesylate Kheb protein contributes to the
enrichment of GU/G1 phase cells in the Schizosaccharomyces pombe farnesyltransferase mutant. Mol Microbiol
4116133947,

Yang, W.,Urano, J.y TamanoiF. [2000;. Protein farnesylation is critical far maintaining normal cell marphalogy and
canavanine resistance in Schizosaccharomycss pormbe. J Biofl Chem. 276(13423-38 .

Yamada, K., Hakagawa, CW. y Mutoh, N. (1393} Schizosaccharomyces poimbe homologue of glutathione
peroxidase, which does not contain selenocysteine, is induced by several stresses and works as an antioxidant.
Yeast. 16(11):1125-32.

Yamamoto, A., Imai, |., y Watanabe, ¥. (153397}. Matng and sporulation in Schizosaccharmomyces pombe. Review.
Cofd Spring Harbour Laboratorny Press, 10351106

¥oshida, T, Toda, T. y Yanagida, M. (1994}, A calcineurin-like gene pph{” in fission yeast mutant defects in
cytakinesis, cell polarity, mating and spindle pole body posiioning. J Celf S, 107 [ Pt T 1726-35.

Z

Zaitsevskaya-Carter, T. y Cooper, J.A. (1937} Spm1, 3 stress-activated MAF kinase that regulates morphogenesis
in 5. pombe. EMBC J. 166X 1318-31.

Zeller, C.E., Parnell, £.C. y Dohlman, H.G. (2007} The RACK1 ortholog Ascl functions as a G-protein beta subunit
caupled to glucose responsiveness in yeast. J 8iof Cherr 282(34 5 25168-76.

Zhan, K., Yattem, K.M., Bauer, B.N., Dever, T.E., Chen, JJ. y Wek, R.C. (2002}. Fhosphorylation of eukaryotic
initiation factar 2 by heme-regulated inhibitor kinase-related protein kinases in Schizoszccharomyces pombe is
impartant far resistance to environmental stresses. 22(20):7134-46.

Zhan, X.L., Deschenes, R.J. y Guan, K.L. (1537} Differential regulation of FUS3 MAF kinase by tyrosine-specific

phosphatases FTP2/PTF3 and dual-specificity phosphatase M3GE in Saccharomyces cerevisiae. Genes Derv.
1113 1630-702.

203






