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1. Calcio y Calmodulina

El calcio es el quinto elemento mds abundante en la corteza
terrestre. Altas concentraciones intracelulares de este elemento son
incompatibles con la vida debido a su capacidad citotdxica, pues, produce la
precipitacion de fosfatos, proteinas e incluso del ADN. Ante esta situacion las
células han desarrollado mecanismos homeostaticos para mantener las
concentraciones de Ca®* intracelulares alrededor de 100nM, que significa
unas 10 000 - 20 000 veces menos que en el medio extracelular. Parte de
estos mecanismos comprende la habilidad de bombear iones de Ca** al
espacio extracelular, capacidad ampliamente extendida entre los diferentes
tipos celulares (Case et al. 2007); ademas de mecanismos para almacenarlo,
compartimentarlo o expulsarlo (Clapham 2007).

Secrecion
Neurotransmision

(@]
° o O
.Caz:/ooo

e ®
@ \
Contraccion

Muerte celular: Metabolismo celular
apoptosis,necrosis

Control canales idnicos

FIGURA 1. Principales funciones celulares dependientes del calcio. (Tomado de

http://www.ciencia.cl/CienciaAlDia/volumen3/numero2/articulos/articulol.html)

El desarrollo de mecanismos homeostaticos para regular dichas
concentraciones intracelulares de calcio ejercieron una presién positiva,
permitiendo a los organismos evolucionar y aprovechar este elemento
convirtiéndolo en un medio de sefializacion altamente complejo y dindmico
en todos los seres vivos (Case et al. 2007). Es asi que el Ca®* actla como



mediador intracelular cumpliendo una funcion de segundo mensajero en las
células eucariotas, regulando procesos tan diversos como: el ciclo celular, el
transporte, la motilidad, la expresion génica y el metabolismo (Figura 1).

éComo un simple ion puede regular procesos tan variados? La
diversidad de los procesos fisioldgicos que regula el Ca** depende de las
oscilaciones en las concentraciones intracelulares, asi como la magnitud y los
patrones de frecuencia espacio-temporal denominados “calcium signature”
que definen la naturaleza y la magnitud de la respuesta a la informacion
codificada por el ion (Martin R. McAinsh and Jon K. Pittman 2008).

Una modificaciéon espacio-temporal en las concentraciones
intracelulares de Ca**, produce la movilizacién del ion uniéndose a un amplio
rango de proteinas con diferente especificidad y afinidad. Las primeras
proteinas denominadas tamponadoras, son las encargadas de iniciar la
respuesta limitando la difusion del Ca®"; mientras el ion se une a otras
proteinas con mayor afinidad. Estas Ultimas son las responsables de los
multiples cambios bioguimicos vy fisiolégicos consecuentes a un incremento
en las concentraciones intracelulares de Ca®'. La interaccién con estas
proteinas denominadas proteinas sensoras de calcio es la que define al ion
como segundo mensajero. Las proteinas sensoras de calcio pueden estar
presentes en el citoplasma o nucleo, o pueden estar libres o unidas a la
membrana. Las proteinas sensoras se dividen en proteinas sensoras
trasmisoras y proteinas sensoras de respuesta, dentro de éstas ultimas
tenemos a las quinasas dependientes de Ca’* (CDPKs de su nombre en inglés
Calcium Dependent Protein Kinase) que combinan una funcién sensora
mediante la unién a Ca’" y una actividad de respuesta mediante su actividad
quinasa (Dodd et al. 2010).

Las proteinas sensoras de Ca** contienen dominios de unién al ion,
que induce un cambio en su estructura proteica. Dentro de este grupo de
proteinas, calmodulina ha sido ampliamente estudiada. Calmodulina (CaM)
es una de las proteinas mds conservadas a lo largo de la evolucién y es
esencial para Schizosaccharomyces pombe (Takeda & Yamamoto 1987),
aungue el numero y organizacion de sus genes puede variar mucho entre
especies; su estructura proteica, altamente conservada, debe ser esencial
para la interaccién con una amplia gama de proteinas. Es una proteina de
148 aminodcidos y pesa aproximadamente 16 KDa. Su estructura molecular
consiste en dos dominios globulares en los extremos N-y C- terminal unidos



por una hélice alfa flexible; cada dominio globular contiene dos sitios de

union a calcio denominados “helix-loop-helix o EF hand”, teniendo en total 4

sitios de unién a Ca**, mostrando cada uno de ellos una afinidad diferente

por el ion. La unién Ca**/Calmodulina es una unidn reversible, e induce un

cambio conformacional en CaM formando una estructura globular compacta

doblando su alfa hélice central de modo que envuelve a su proteina diana;

es asi que el complejo es capaz de interaccionar con una amplia gama de

proteinas (Figura 2). La habilidad de calmodulina para unirse al calcio e

interactuar con sus proteinas diana la convierte en un regulador importante

en la transduccién de sefiales de Ca”".

(a) Structure of Ca®*-calmodulin complex

@ Calmodulin binds

Ca’*
four calcivm ion (a
Calmodulin \// °

Calcium-
calmodulin
complex

Target
Protemb

Calmodulin-
binding site

(b) Function of Ca?*-calmodulin complex

Copyright © 2009 Pearson Education, Inc

FIGURA 2. (a) Estructura del complejo Ca’*-calmodulina, dos iones de calcio se
unen a cada dominio globular unidos por un alfa hélice (en total 4 iones)
cambiando la conformacion de la proteina. (b) Funcién del complejo ca™-
calmodulina, la regién alfa hélice del complejo cambia su conformacién
(complejo activo) y envuelve el dominio de union a calmodulina en sus
proteinas diana. Tomada de Becker’s World of the Cell 8th Edition.

Las proteinas de unién a calcio y calmodulina (Ca®*/CaM) pueden ser
quinasas dependientes de Ca**/CaM, fosfatasas dependientes de Ca’*/CaMy



proteinas que regulan elementos del citoesqueleto. En la actualidad se
siguen realizando trabajos para encontrar nuevas dianas de calmodulina
pues permitiran un mejor conocimiento de las vias de transduccién de
sefiales de Ca** (Shen et al. 2005).

Las proteinas de unidén a calmodulina poseen una region de
aproximadamente 20 aminodcidos denominada motivo de unién a
calmodulina. Existen diferentes tipos de motivo de unién a calmodulina
(Tablal), dentro de los cuales destacamos: el motivo de unién 1Q, un
consensus para la unién a calmodulina independiente de Ca®* descrito en
tipos de miosina y canales de calcio, como los canales tipo L (Zuhlke et al,,
1999). Los otros motivos son dependientes de Ca’* y son denominados
motivo 1-10, 1-14 y 1-16, basado en el nimero de aminoacidos que
contienen, y se caracterizan por poseer residuos hidrofébicos conservados
en posiciones especificas (Mruk et al. 2014).

Motif Sequence

Ca2+ dependent
1-10 [FILVvW oooooaoeox [ FILVW]
1-5-10 [FILVW]xxx[FAILVW ] xxxx[FILVW]

Basic 1-5-10

[RK] [RK] [RK] [FAILVW]([FILV] xxxx[FILVW]

1-12 [FILVW Ixxxxoxxxxxxxx [ FILVW]

1-14 [FILVW ] xxxxxxxxxxxxxx[ FILWVW]

1-8-14 [FILVW 000000 [ FATLVW Booood FILVW]
1-5-8-14 [FILVW]xxx[FAILVW] xx[FAILVWDoooo [FILVW]
Basic 1-8-14 [RK] [RK] [RK] [FILWVW]xxxxxx[FAILVW] xxxxx[FILVW]
1-16 [FILVW Ixxxxxxxxxxxxxx [ FILVW]

Caz2+ independent

[Te} [FILV]Qoxx[RK]Gxxx[RK]xx[FILVWY]

1Q-like [FILV]Quoxx [ RK oo xxx

1az2a [IvVL]QxxxRxxxx[VL][RK]xW

az2e [IL]QxxCxxxxKxRxW

1Q unconventional

[IVL]QrxooxRxxxx [ RK]xx[FILWVWY]

TABLA 1.Motivos candnicos de union a Calmodulina.(Mruk et al. 2014)



2. Familia de las Quinasas dependientes de Calcio y
Calmodulina

Esta familia estd compuesta por un grupo de serina/treonina
quinasas (pueden fosforilar una serina o treonina en su sustrato)
denominadas asi porque su actividad quinasa es dependiente de Ca**y CaM
(CaM quinasas o CaMKs por sus siglas en inglés). La familia de las CaM
guinasas son muy importantes para el correcto funcionamiento celular ya
gue estan implicadas en funciones tan diversas como transcripcion de genes,
supervivencia/muerte celular (apoptosis), reorganizacion del citoesqueleto,
aprendizaje y memoria (Swulius & Waxham 2008). La unién del complejo
Ca’*/CaM se puede requerir en distintos niveles, si bien algunas proteinas
requieren del complejo para su activacion y posterior actividad; otras,
después de ser activadas muestran actividad independiente del complejo; o
incluso requieren una modificacién posterior a la unién del complejo
Ca’/CaM para ser completamente activas. Estas diferencias en la regulacién
permiten a un grupo relativamente reducido de proteinas manejar tal
control sobre funciones tan distintas.

CaMKK —— I
CaMKI -
CaMKlI Y

eEF-2K(CaMKIll) —{ s

CaMKIV — -
SkMLCK — ——

FIGURA 3. Dominios de la familia de las quinasas dependientes de ca**/caM. El
dominio catalitico en verde, el dominio auto-inhibitorio en rojo, el dominio de
union a Ca2+/Cal\/I en amarillo. El dominio de asociacién de CaM-KIl en magenta. El
centro catalitico de la eEF-2K es muy diferente a todas las otras CaM quinasas. En
rayas negras se encuentras las regiones no conservadas sin dominio estructural o
funcional identificado. (Soderling & Stull 2001)

Las CaM quinasas poseen un dominio catalitico bi-lobular seguido
por un dominio regulador, que consta de dos dominios solapantes entre si:



un dominio auto-inhibitorio y un dominio de unién al complejo Ca**/CaM
(Figura 3). En concentraciones basales de Ca”, las CaM quinasas se
encuentran en estado inactivo a través de un mecanismo auto-inhibitorio, ya
sea inhibiendo la unién a su sustrato u ocultando el dominio catalitico de la
enzima, de modo que la enzima no sea funcional. La informacién actual
sugiere que ambos mecanismos, individualmente o en combinacidn, son
utilizados para inhibir la actividad de estas proteinas (Swulius & Waxham
2008). La unién del complejo Ca**/CaM produce la disrupcién del mecanismo
auto-inhibitorio, liberando asi el dominio catalitico de la enzima permitiendo
la unién de ATP vy sustrato simultdneamente para llevar a cabo la reaccién
catalitica.

La familia de las quinasas dependientes de Ca’’/CaM se pueden
dividir en dos categorias generales: las CaM quinasas restrictivas o de
sustrato especifico y las CaM quinasas multifuncionales. Las primeras, son
quinasas que tienen un Unico sustrato conocido y tienden a realizar su
funcién en una célula o tejido especifico (CaMKIIl, quinasa fosfoforilasa, y la
quinasa de la cadena ligera de miosina). Las segundas son quinasas que
poseen multiples dianas y dirigen la sefializacién celular afectando a muchas
otras vias, controlando asi diversas funciones celulares (CAMKK, CAMKI,
CAMKIl y CAMKIV). Entre los sustratos de las CaM-quinasas existe una
secuencia consenso RXXS/T; sin embargo, se han descrito sustratos que no
contienen dicho consenso, y ademads existen cambios conformacionales que
regulan el reconocimiento del sustrato. Algunas CaM quinasas son, a su vez,
sustratos de otras quinasas, o de ellas mismas (debido a una auto-
fosforilacion).

2.1.CaM Quinasas Multifuncionales

2.1.1 CaM Quinasa Quinasa (CAMKK):

Esta proteina fue descrita independientemente por Lee & Edelman
1994, y Tokumitsu et al. 1995, en la busqueda por encontrar el activador de
la CaM quinasa | y la CaM quinasa |V, respectivamente; descubrieron la
molécula activadora y que ésta molécula compartia las mismas
caracteristicas, definiéndose asi la cascada de sefalizacion de la familia de
las CaM quinasas (Figura 4). éPor qué una cascada de sefializacién es
activada por el mismo complejo (Ca’*/CaM) a diferentes niveles? La



respuesta no es del todo clara, es presumible pensar que sea un efecto
cinético con un mecanismo de correccién; es decir, se asegura que las
enzimas que se encuentren corriente abajo de la via no estén
completamente activas, a menos que la sefial por Ca** persista y ademas sea
suficiente para activar todos los componentes de la via (Swulius & Waxham
2008)

Ca.2+
"
g cAM‘F";§\‘
-~ Ca2*-CaM

PKA
Vel ATP
Plasma 2 ,CE:MKK_
membrane .
' *.. CaMKIV
& ’ i CaMKI  PKB/Akt e-lo
R C o
Substrates BAD 14-3-3
Cell survival
e MAP kinase
Cytoplasm

S CaMKK

] “j

.. _CaMKIV
S

Nucleus
Transcription factors

Gene expression

FIGURA 4. Cascada de las CaM quinasas. Los miembros de esta familia ubicados en
el citosol regulan la supervivencia celular a través de la activacién de la proteina
guinasa B (PKB), y la transcripcién de manera indirecta a través de la activacion de
las MAP quinasas. CaM quinasa IV (CAMKIV) puede fosforilar e inactivar la
adenilato ciclasa tipo | (ACl), disminuyendo por tanto los niveles de AMPc. El
incremento en los niveles de AMPc puede ejercer una regulacién negativa de la via
puesto que activa PKA quien fosforila e inactiva la CaM quinasa quinasa (CAMKK).
CAMKK y CAMKIV se encuentran también en el nucleo, donde pueden inducir la
transcripcion. Las flechas verdes indican las vias que son reguladas directamente
por Ca’*/CaM, mientras gue las flechas punteadas indican las vias independientes
del complejo. Las flechas rojas indican los mecanismos inhibitorios (Soderling
1999).



10

Existen dos isoformas de CAMKK, la isoforma a contiene 505
aminodcidos vy la isoforma B, que contiene 587 aminodcidos. Si bien cada
isoforma estd codificada por genes independientes, ambas proteinas
conservan la organizacion en dominios al igual que las otras CaM quinasas.
Poseen: un dominio auto-inhibitorio (AID: auto inhibitori domain) que actua
como pseudo- sustrato, es decir, se une al dominio catalitico y lo inactiva; un
dominio de union a calmodulina que se solapa parcialmente con el dominio
AID, de modo que la unidn a calcio y calmodulina rompe la asociaciéon AID-
dominio catalitico, permitiendo la actividad quinasa. El dominio catalitico de
las CAMKKs tiene dos caracteristicas muy particulares, la primera es la
ausencia de residuos acidicos conservados, y la segunda es una regién rica
en arginina y prolina que permite la interaccién con su sustrato. La quinasa
fosforila la treonina del bucle de activacion de CAMKI, CAMKIV, la proteina
quinasa B/Akt (PKB), la AMPK y la quinasa SAD, teniendo como resultado la
completa activacion de su actividad quinasa.

La CAMKK se expresa mayoritariamente en el cerebro, y se ha
observado que la isoforma a se expresa también en el timo e higado,
mientras que la isoforma B se expresa en muy bajos niveles en testiculos,
bazo y pulmén (Racioppi & Means 2012). A nivel celular, se encuentra tanto
en el citoplasma como en el nucleo, siendo capaz de responder a variaciones
en la concentracién de Ca** tanto citosélico como nuclear. A pesar de tener
sustratos en comun, las isoformas muestran actividades diferentes, por
ejemplo la isoforma B tiene actividad independiente de Ca**/CaM después
de su activacion por dicho complejo (Tokumitsu et al. 2001), mientras que la
actividad de la isoforma a es estrictamente dependiente del complejo. Esta
diferencia en la regulacion se explicaria que la CAMKKB pueda mantener la
respuesta cuando la sefial de Ca** haya finalizado.

2.1.1.1. CAMKKSp o CAMKK2 es una proteina de 66-68 KDa en mamiferos

(Anderson et al. 1998) cuya secuencia de cDNA muestra un 90% de
homologia entre especies aunque la regién no codificante en el extremo
3" muestra heterogeneidad significativa; la secuencias proteica presenta
una homologia de 30-40% con los miembros de la familia. La CAMKK
humana tiene secuencias consenso para muchos factores de
transcripcion que incluye a lkaros, RUNX1 (Runt-related transcription
factorl) y GATAL.



La actividad de la CAMKKp es diferente a la de otros miembros de la
familia pues se auto-fosforila en la T482 ubicada en el dominio auto-
inhibitorio manteniendo asi una conformacién parcialmente activa (en
ausencia de su activador, el complejo Ca’’/CaM), generando una
actividad independiente denominada actividad auténoma. La unién al
complejo Ca**/CaM incrementa su actividad, pero la actividad no es
dependiente de dicha union, por otra parte, la fosforilacion en la T482
no es el Unico mecanismo de induccion de la actividad auténoma, pues
al mutar el residuo se continla observando este tipo de actividad (35%
del total de actividad) (Tokumitsu et al. 2011). Se ha descrito que el
extremo N-terminal de la proteina jugaria un rol importante en la
generacion de la actividad auténoma (Tokumitsu et al. 2001), pues es
necesaria para la auto-fosforilacién de la T482, asi como para
incrementar la actividad auténoma. Las proteinas GSK3 y CDK5 son las
responsables de la fosforilacion en la region N-terminal,
especificamente en los residuos: S129, S133 y S137. También se han
descrito otros sitios de fosforilacién por PKA (Figura 5).Las proteinas
diana de la CAMKKB son CAMKI, CAMK IV y AMPK, las cuales requieren
la unién del complejo Ca**/CaM a CAMKK para ser fosforilados.
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FIGURA 5. Estructura de CAMKK2 (CAMKKB). Los extremos N y C terminal de la
proteina, en azul y verde, respectivamente. En rojo el dominio catalitico de la
proteina, y en gris el dominio auto-inhibitorio que se solapa con el dominio de
union a Ca’*/CaM. Ademas se presentan los sitios de fosforilacion actualmente
descritos (Racioppi & Means 2012).

2.1.2 CAMKI

Es una proteina de la via de las CaM quinasas que requiere para su
activacion tanto la fosforilacion por la quinasa upstream de la via (CAMKK)



12

como de la unién al complejo Ca’/CaM. Es una proteina ubicua,
monomérica de aproximadamente 42 kDa y presenta cuatro isoformas: la
isoforma a, B1, B2 vy y. Presenta la estructura caracteristica de las CaM
quinasas; en el extremo N-terminal se encuentra el dominio de unién a ATP
y sustrato, y en el extremo C-terminal se encuentra el dominio regulatorio
que incluye el dominio de unién a calmodulina. La unién de Ca’*/CaM es
necesaria para exponer la T177 permitiendo la fosforilacién por la quinasa
upstream (CAMKK), para ser completamente activa. La actividad de CAMKI
es totalmente dependiente de Ca**/CaM vy al disminuir los niveles de Ca**
disminuye también la actividad de CAMKI.

2.1.3 CAMKIV

Es otra quinasa de la via y presenta dos isoformas (a y ) que estan
codificadas por un Unico gen. La isoforma a se encuentra en tejido neuronal,
células T, y testiculos; mientras que la isoforma B se expresa
diferencialmente en el desarrollo de las células granulares del cerebro.
CAMKIV se encuentra tanto en el citoplasma como en el nucleo, donde
regula la transcripcién dependiente de calcio de factores de transcripcion,
como por ejemplo CREB. Para su activacion requiere primero la unién del
complejo Ca’*/CaM, que expone la T196 permitiendo su fosforilacién por la
CAMKK. A diferencia de CAMKI, una vez fosforilada se auto-fosforila en el
extremo N-terminal, lo que le permite ser completamente activa e
independientemente del complejo Ca**/CaM (Soderling & Stull 2001). Una
modificacién adicional es la auto-fosforilaciéon de la S332 del dominio de
unién a calmodulina que previene la unién de otro complejo Ca**/CaM
(Swulius & Waxham 2008).

2.14 CAMKII

No es un componente de la via CAMKK — CAMKI/CAMKIV; sin
embargo juega un papel muy importante en la transduccion de sefiales
debido a modificaciones en el calcio intracelular. La unién del complejo
Ca’*/CaM rompe la unién del dominio auto-inhibitorio, permitiendo la
fosforilacion de la T286 (isoforma a), adquiriendo actividad independiente
de Ca’*/CaM. La inactivacién también depende de la fosforilacién y se da en
la T305 que interfiere en la afinidad por el complejo Ca**/CaM; reduciendo la
actividad quinasa.



Tabla 2. Caracteristicas de las CAMKs multifuncionales (Swulius & Waxham 2008;

Soderling & Stull 2001; Skelding et al. 2011; White et al. 1998)

CAMKII CAMKIV CAMKI CAMKK
Estructura Oligomérica Monomérica Monomérica Monomérica
Cerefrfo, rt)t|el,;|mo, Tejidos
Distribucién Ubicua , infoct os, ! Ubicua neuronales, timo,
médula, testiculos ,
) testiculos y bazo.
y ovarios
S -, -, Union a Unién a
Activacion Union a Unién a C.aZ+./,CaI\/I, Ca2+/CaM, Ca2+/CaM,
Ca2+/CaM fosforilacion L L
fosforilacién. auto-fosforilacién,
Regulacién Auto- Fosforilacion por Fosforilacion por Fosforilacion
g fosforilacion CAMKK. CAMKK (inhibitoria)
Tirosi
Sustratos " d'rr;’;'lgza CBP, CREB, SRF, | Sinapsina, CFTR; | CAMKI, CAMKIV,
Glurl, MAP2 HDAC4, MEF2D. CREB: PKB, AMPK.
ACtIYIdad Si Si Nunca Si (isoforma B)
auténoma
Secuencia Regidn rica en RP
consensus de b-X-R-NB-X- b-X-R-X-X-X-S/T-X- para el
reconocimiento S/T $-XRAXXS/T X-X-X-¢ reconocimiento

en el sustrato

de sus sustratos

Mecanismo de
inhibicion

Defosforilacion

por PP1, PP2A,

PP2Cy CaMK
fosftasa

Defosforilacién por
PP1, PP2A, PP2B,
PP2C y CaMK
fosftasa

Defosforilacion
por PP2A 'y CaMK
fosftasa

Fosforilacion por
GSK3, CDK5 y PKA,

2.2. Importancia de la Familia de las CaM quinasas

Debido a su cardcter multifuncional esta familia de quinasas se

encuentra implicada en una gran diversidad de procesos de los cuales
probablemente sélo se conocen unos cuantos. La cascada CAMKK/CAMKI,
por ejemplo, estd implicada en la remodelacién del citoesqueleto asociado a
la formacién de la memoria (Racioppi & Means 2012). Por otra parte, la via
CAMKK2/CAMKIV/CREB es necesaria para la regulacion del desarrollo del
cerebelo (Ribar et al. 2000; Kokubo et al. 2009).
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CAMKK?2 v el complejo que forma con la AMPK-Ca®*/CaM dan lugar a
una via de sefializacién que media la homeostasis energética. Por otra parte,
la cascada CAMKK2/CAMKI regula la fosforilacion de HDACS vy a su vez la de-
represiéon de los genes cuyas proteinas son necesarias para la
gluconeogénesis (Anderson et al. 2012). Ademas, la CAMKK2 cumple un rol
en la adipogénesis y el metabolismo de la glucosa en el higado; en estudios
realizados, se ha encontrado que la diferenciacién de los adipocitos se
correlaciona negativamente con la expresion de CAMKK2 y AMPK (Lin et al.
2011). De igual manera que en los adipocitos, la expresion de CAMKK2 se
correlaciona negativamente con la progresion de la diferenciacion de los
progenitores mieloides en granulocitos maduros.

CAMKK2/CAMKI también estdn implicadas en el control del
remodelamiento del citoesqueleto y los cambios morfolégicos inducidos por
estimulos externos. Ambas forman un complejo con las proteinas GIT, una
proteina activadora de GTPasa; PIX B, una Rho GTPasa, que recluta y activa a
RAC1 y consecuentemente a PAK1, quien fosforila a sus multiples dianas
modulando el citoesqueleto; de hecho PAK1 fosforila a MLC, quien induce
cambios en la polimerizacion de la actina (Ciani & Salinas 2008; Saneyoshi et
al. 2008).

Los niveles de CAMKK2 estan incrementados en células de céncer de
prostata y dicha expresion es dependiente de andrdgeno. El receptor de
andrégeno (AR) induce la expresion de CAMKK2 a través de un “androgen
responsive element” en su promotor, y a su vez CAMKK2 regula
positivamente la transcripcién del RA estableciéndose una retroalimentacion
positiva entre ambas proteinas. De modo que el RA es capaz de regular el
ciclo celular y crecimiento de las células cancerigenas de prostata (Karacosta
etal. 2012).

Otro estudio sugiere que CAMKIV regula negativamente la
degradacién de mTOR mediada por ubiquitina; y ademds regula la expresion
basal del complejo TORC1 aumentando la autofagia mediada por
lipopolisacaridos y sepsis en macréfagos y células del rifidn, pues activa
mecanismos cito-protectores (Zhang et al. 2014).



3. Schizosaccharomyces pombe como modelo celular

Schizosaccharomyces pombe es una levadura de fisién ampliamente
utilizada en el estudio de los mecanismos basicos conservados, a lo largo de
la evolucidon. Este microorganismo fue aislado de una cerveza del este
africano y fue desarrollado como modelo celular en los afios 50 por dos
investigadores de manera independiente. El fisiélogo Murdoch Mitchinson
quien, interesado en estudiar el mecanismo por el cual la célula primero
debe crecer para luego dividirse, empled la levadura de fision que debido a
su forma cilindrica facilitaba la metodologia dado su crecimiento
exclusivamente longitudinal. Por otra parte, Urs Leopold buscaba un
organismo eucariotico “simple” en el que pudiera estudiar los mecanismos
basicos de la genética. Para poder realizar sus estudios Urs edificé la
infraestructura genética de este nuevo organismo modelo: caracterizando
los diferentes tipos de apareamientos, estableciendo las condiciones para
realizar cruces genéticos y aislando mutantes. En los afios 70 Paul Nurse,
usando las herramientas de Murdoch y Urs, convirtio la levadura de fisién en
un modelo de referencia. Paul Nurse recibié el Premio Nobel en 2001 gracias
a la caracterizacién de las quinasas dependientes de ciclina como actores
clave en la regulacién del ciclo celular. El afio siguiente 2002, se concluyd la
secuenciacién del genoma de S. pombe siendo el sexto organismo cuyo
genoma ha sido totalmente secuenciado.

S. pombe es un buen modelo celular pues al ser unicelular, no
representa la complejidad de otros modelos celulares, ademas puede ser
manipulado genéticamente con facilidad y crece en condiciones de
laboratorio. Muchos de los genes que se encuentran en la levadura de fision
se han encontrado incluso en el genoma humano, ademas la rapidez del
ciclo celular lo convierte en una herramienta versatil. Las respuestas a estrés
medioambiental, la regulacién del ciclo celular fueron el inicio de S. pombe
como modelo celular; pero después de la secuenciacién del genoma se ha
observado la gran riqueza de este organismo como modelo celular, pues
posee regiones gendmicas conservadas y caracteristicas que comprenden:
proteinas heterocromaticas, origen de replicacién largos, largas secuencias
centroméricas, mecanismos de control (checkpoints), funciones teloméricas,
procesamiento del RNAm (splicing) y muchos otros procesos celulares.
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4. CaM quinasas en Schizosaccharomyces Pombe

En S. pombe se han identificado 5 quinasas con homologia de
secuencia a las quinasas dependientes de Ca**/CaM: Cmk1, Cmk2, Srk1, Ssp1
y Ckk2. Se ha demostrado la funcionalidad de esta familia de quinasas en S.
pombe al observar un arresto en el ciclo celular al sobre-expresar un
mutante constitutivamente activo de CAMKIlI humana en la levadura,
demostrando que ésta es capaz de reconocer sus sustratos en S. pombe
(Rasmussen & Rasmussen 1994).

4.1 Sspl

Es la primera CAMKK descrita en S. pombe (Hanyu et al. 2009), fue
identificada por su rol en el ciclo celular y la respuesta a estrés a través del
control de la disposicién de los mondmeros de actina (Matsusaka et al.
1995). Sspl es importante en la adaptacion a estrés osmético (Rupes et al.
1999) y ademds es necesaria para la viabilidad celular en condiciones de
deprivacién de glucosa. Posee un dominio de unién a calmodulina (putativo)
y se une a las proteinas 14-3-3, tal como lo hacen las CAMKs de mamiferos
(Hanyu et al. 2009; Saitoh et al. 2014; Freitag et al. 2014). También esta
implicada en la diferenciacion sexual en S. pombe y es necesaria para la
fosforilacion de Ssp2, la AMPK en la levadura de fisién, tal y como lo hace su
ortéloga la CAMKK (Valbuena & Moreno 2012). Recientemente se la ha
descrito como un regulador de la coordinacion del crecimiento y divisién
celular a través de la fosforilacion de Cdr2 (quinasa que fosforila e inhibe a
Weel)(Deng et al. 2014). En nuestro grupo acabamos de describir Sspl
como sensora de la polarizaciéon de actina y la regulacion de la mitosis a
través de Srkl (Gomez-Hierro et al. 2015).

4.2 Cmk1l

Es homodloga a la CAMKI de mamiferos con un 40% de homologia de
secuencia, incluyendo la T192, que es un residuo conservado diana de
fosforilacion para la CAMKK. Ademds muestra actividad estrictamente
dependiente Ca’*/CaM, asi como su homodloga en mamiferos CAMKI
(Rasmussen 2000). Recientemente en nuestro laboratorio se ha descrito Ia
via de la CAMKK-CMKI presente en S. pombe, compuesta por Cmkl vy la
nueva CAMKK hasta ahora denominada Ppk34 (Ckk2)(Cisneros-Barroso et al.



2014). La expresion de Cmkl es dependiente del factor de transcripcion
Prz1, que se activa para regular la sefializacion por Ca’*(Hirayama et al.
2003). La activacion de Przl se lleva cabo por la fosfatasa dependiente de
Ca’*/CaM, Ppb1 (calcineurina en mamiferos). Es asi que cuando los niveles
de Ca’* intracelular aumentan, Ppbl de-fosforila a Przl y activa la
transcripcion de Cmk1, ésta es fosforilada por Ckk2 para ser completamente
activa; de modo que puede re-fosforilar a Prz1l, constituyendo una
retroalimentacion negativa de la via (Cisneros-Barroso et al. 2014) (Figura 6).
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FIGURA 6. Modelo de la regulacion del factor de transcripciéon Przl por el eje
Ckk2-Cmk1 en S. pombe (Cisneros-Barroso et al. 2014)

4.3 Cmk2

La proteina Cmk2 presenta homologia con la familia de las CAMKs,
sin embargo su estructura proteica estd mas relacionada con las CAMKs de
S. cerevisae RCK1 y RCK2. Cmk2 no es una proteina esencial (Alemany et al.
2002); ademas la sobre-expresién de Cmk2 induce un bloqueo en la fase G2
del ciclo, dependiente de Cdc2. Se ha descrito que la ausencia de cmk2
proporciona sensibilidad a estrés oxidativo, y que es especifico de la quinasa.
También se demostré que la quinasa se fosforila y activa a través de la MAPK
Sty en respuesta a estrés oxidativo (Sanchez-Piris et al. 2002). Estudios
recientes de nuestro grupo indican que Cmk2 es esencial a estrés oxidativo
por arsenito o cadmio.



18

4.4 Srkl

Fue descrita por primera vez en un cribado para identificar proteinas
implicadas en la regulacion por estrés, de la via de Styl (sty regulated kinase
1). Estd descrito que Styl la regula tanto transcripcional como post-
traduccionalmente (Smith et al. 2002; Lopez-Avilés et al. 2005). Srkl regula
la transicion G2/M a través de la fosforilacidn e inhibicion de la fosfatasa
Cdc25 (Lépez-Avilés et al. 2005). Srkl es fosforilada y activada por la MAPK
Sty; aligual que Cmk2 y, RCK1 y RCK2 quinasas ortdlogas de S. cerevisiae, por
lo que también se las denomina MAPKAPs quinasa (mitogen activativated
protein kinase activated protein).



5. CaM quinasas en Saccharomyces cerevisae

En Saccharomyces cerevisae estan descritas dos quinasas
pertenecientes a la familia de las CaM quinasas, denominadas Cmk1 y Cmk2,
cuya actividad estd regulada por calmodulina (Ohya et al. 1991; Pausch et al.
1991). Presentan un 90% de homologia entre ellas. CMK2 es el resultado de
la duplicacion del gen de CMKI1. La quinasa Cmk1 presenta un 40% de
homologia con la CAMKII de rata en el dominio catalitico (Ohya et al. 1991).
Se ha descrito una tercera quinasa perteneciente a esta familia denominada
Cmk3. Cmk3, posee cierta homologia de secuencia con las quinasas
dependientes de Ca’/CaM, pero no se ha observado su unién a CaM vy
tampoco que su actividad esté regulada por Ca** (Melcher & Thorner 1996).
Cmk1 y Cmk2 son homdlogas a la CAMKII de mamiferos, y ademas presentan
algunas caracteristicas bioquimicas similares. Cmk2 es capaz de auto-
fosforilarse y adquirir actividad independiente de Ca®*/CaM tal como lo hace
su homodloga la CAMKII. Cmkl por el contrario, no posee actividad
independiente de Ca’/CaM (Pausch et al. 1991). Estas proteinas estdn
implicadas en la sefializacion de respuesta a determinados estreses, y no son
vitales para el crecimiento; incluso el doble mutante CMK1 CMK2 es viable;
se entiende que existen otras proteinas encargadas de sustituir la funcion de
estas quinasas in vivo (Ohya et al. 1991).

Existen otras dos quinasas, Rckl y Rck2, en S. cerevisae incluidas
dentro de la familia de las CaM quinasas debido a la homologia de
secuencia, pero no presentan actividad dependiente de Ca**/CaM. Dado que
el mutante ARCKI ARCK2 ACMKI1 ACMK2 es viable se concluydé que estas
quinasas no constituyen una Unica familia de quinasas y que ademas no
comparten funciones al menos durante el crecimiento vegetativo (Melcher
& Thorner 1996). Por otra parte se encontrd que las quinasas Rck1 y Rck2
poseen un dominio de uniéon a las MAPK, conformando por tanto la familia
de las MAPKAP quinasas en S. cerevisae (Bilsland et al. 2004). Rck1 y Rck2
son sustratos de la MAPK Hog1l y son necesarias para la viabilidad celular en
respuesta al estrés oxidativo (Bilsland et al. 2004). Rck2 ha sido implicada en
la modulacién de la sintesis proteica mediante la fosforilacion del factor Ef-2
(Teige et al. 2001).

19



20

Los apartados 6 y 7 no estan relacionados con el tema de las CAM
quinasas pero hemos considerado incluirlos dada su relevancia en el
desarrollo de esta tesis

6. Deprivaciéon de nutrientes: Nitrégeno y Glucosa.

6.1 Deprivacion de Nitrégeno

La deprivacién de nitrogeno en S. pombe induce dos tipos de
respuesta en la levadura, por una parte produce un arresto en la fase G; del
ciclo celular, y por otra la entrada en meiosis; ésta Ultima dependerd de si
existe en el medio una célula del sexo opuesto. Las células pueden reiniciar
el ciclo proliferativo después de 4 horas en deprivacién por nitrégeno si la
fuente de nitrégeno es reestablecida. Si la deprivacidon por nitrégeno se
prolonga, las células entran en un estado de latencia denominado Gg (Su et
al. 1996) (Figura 7), cambiando totalmente sus caracteristicas con respecto a
aquellas en el estado G;. Las células en G, poseen caracteristicas muy
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FIGURA 7. Tres diferentes estados en el ciclo de Schizosaccharomyces pombe. Las
células heterotdlicas deprivadas por nitrégeno entran en un estado G; no
comprometido, a partir del cual pueden entrar en dos procesos diferentes, segun
las condiciones del medio, si existe una célula del sexo opuesto entraran en meiosis
y si no es el caso, entrardn en un estado de latencia denominado G,. Si se re-
establece la fuente de nitrégeno las células volveran a entrar al ciclo vegetativo. (Su
et al. 1996)



particulares como: pérdida de polaridad, reduccion del tamafio celular,
condensacién de la cromatina, y formacion de vacuolas y estructuras
lipidicas en el citoplasma.

Inmediatamente después de ser transferidas al medio deficiente de
nitrégeno, las células detienen su crecimiento y se produce un aumento en
el indice de septacién (indicando un retraso en la citocinesis); hasta alcanzar
un 20%, pero en seguida se reestablece hasta alcanzar un 0% a las 24 horas
aproximadamente; cuando se establece el estado de latencia G, (Sajiki et al.
2013). La parada de la division celular va acompafiada de la reduccion en el
tamafio celular, el cual, es evidente a partir de las 6 horas; cuando alcanzan
un tamafio de 6.4 um (siendo la media de 10.5 pm en medio rico), mientras
que a las 24 h de deprivacion la longitud es de 5.8 um (Su et al. 1996),
permaneciendo el nimero de células constante. La acumulacién de Rum1, la
proteina inhibidora del complejo ciclina-CDK, estd relacionada a un normal
arresto en G, (Daga et al. 2003).

Recientes estudios demuestran que la via de sefializacion de AMPc-
Pkal juega un rol importante en la activacién de los genes inducidos en
deprivacién por nitrégeno; asi como la represién de dichos genes en
condiciones ricas en nitrégeno (Liu et al. 2015).

La respuesta a las condiciones de deprivacion de nitrogeno esta
siendo ampliamente estudiada porque activa la respuesta de Tor. Tor es una
quinasa que pertenece a la familia de las PIKK (PI3K-related) y forma parte
de un complejo altamente conservado (Sabatini et al. 1994; Jacinto &
Lorberg 2008); caracteristica que ha permitido estudiar los mecanismos que
regulan la actividad del complejo en modelos celulares méas simples como S.
pombe (Figura 8). mTOR (mamalian target of rapamycin) es un regulador
clave del metabolismo y crecimiento celular integrando sefiales de
disponibilidad de nutrientes y factores de crecimiento (Kim et al. 2002). En la
célula mTOR se encuentra formando dos complejos diferentes denominados
MTORC1 y mTORC2 (Hara et al. 2002; Pearce et al. 2007). mTORC1 es
sensible a rapamicina y contiene ademds una subunidad reguladora
denominada RAPTOR ("regulatory-associated protein of mTOR") que regula
entre otros procesos, la sintesis de lipidos y proteinas, la progresién del ciclo
celular el metabolismo y la autofagia (Kazyken et al. 2014; Bracho-Valdés et
al. 2011).
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FIGURA 8. Sefializacion de los complejos de TOR. (a) En presencia de sefiales de
crecimiento como nutrientes y factores de crecimiento mTOR activa sus
proteinas diana (AGC quinasas). (b) Sefializacion de los complejos TORC1 vy
TORC2 en Schizosaccharomyces pombe. Los componentes del complejo mTOR
conservados estan en verde oscuro, mientras que las proteinas que interactdan

con el complejo, no conservadas se encuentran en verde claro. (Jacinto &
Lorberg 2008)

MTORC2, insensible a rapamicina y compuesto ademas por RICTOR,
es un importante regulador del citoesqueleto de actina (Jacinto et al.
2004).mTORC1 es activada por la GTPasa Rheb; el heterodimero TSC1-TSC2
favorece la unién GDP-Rheb inhibiendo la GTPasa y por tanto inhibiendo la
activacion del complejo mTORC1. TSC1/TSC2 son diana de muchas vias de



sefializacién, incluso del mismo complejo mTORC1, y la via de las MAPK. El
80% de los canceres humanos muestra una sefializacion aberrante de mTOR
(Menon & Manning 2008; Perl 2015), y ademds estos complejos estan
implicados en diversos procesos celulares (Perl 2015),

por desvelar cuales son los mecanismos por los cuales se regulan estos
complejos.

La levadura de fisién S. pombe posee también dos complejos
denominados TORC1 y TORC2, pero a diferencia de organismos superiores
cada complejo posee dos subunidades cataliticas diferentes Tor2, forma
parte del complejo TORC1, y Torl del complejo TORC2 (Weisman 2010).

Resulta interesante que una mutacidon en un componente del
complejo TORC1, tor2” o la deplecién del gen, simula la respuesta a
deprivacién por nitrégeno (Uritani et al. 2006; Weisman et al. 2007); esto
indicaria que la actividad de Tor2 disminuye durante la respuesta a
deprivacién de nitrégeno, permitiendo el cese de la division celular y el
consecuente arresto del ciclo celular en G4, asi como la divisién de la célula a
un menor tamafo. En conclusion, Tor2 tiene una actividad dual como
regulador positivo del crecimiento y regulador negativo de las respuestas a
deprivacién (Figura 9). Por otra parte, el componente Torl del complejo
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FIGURA 9. Modelo esquematico del modo de accion de TORC1, TORC2 y
rapamicina en Schizosaccharomyces pombe. Modificado de (Weisman 2010)
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TORC2 es necesario para la respuesta a deprivacion por nutrientes, la
supervivencia bajo condiciones de estrés, y ademas es parte de la respuesta
por dafio al ADN y el mantenimiento de la longitud de los telémeros. A pesar
de ser un gen no esencial, resulta esencial en condiciones de estrés
(Weisman 2010).

Cuando hay disponibilidad de nitrégeno en el medio, la proteina
activadora de TORC1, Rhb1, activa el complejo y permite el crecimiento en
condiciones ricas de nitrégeno. Por el contrario, cuando las condiciones del
medio cambian y se produce un estrés por nitrégeno (deficiencia en el
medio), se activa Ssp2, la AMPK de S. pombe; que fosforila al complejo
Tsc1/Tsc2 activando su funcidn inhibidora sobre Rhb1l y como consecuencia
inhibiendo TORC1 (Davie et al. 2015).

6.2 Deprivaciéon de Glucosa

La glucosa es la fuente de carbono preferida de la mayor parte de
tipos celulares. El principal sensor de glucosa en el medio en S. pombe es la
via de AMPc/PKA (Figura 10). PKA es el complejo dependiente de AMPc
conformado por la subunidad catalitica Pkal y la subunidad reguladora Cgs1
en S. pombe (Gupta et al. 2011). Cuando hay disponibilidad de glucosa en el
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medio, se activa Git3 una proteina G, que activa la proteina Gpa2 quien
conforma un complejo heterotrimérico con las proteinas Git5 y Gitll;
permitiendo asi la union de GTP vy, la interaccion y activacion de la adenilato
ciclasa Cyrl. Cyrl promueve un incremento transitorio de AMPc que tiene
como consecuencia la activacién de PKA. Pkal, se dirige al nicleo donde
reprime la activacién de genes implicados en la respuesta de deprivacion por
nutrientes y de diferenciacion sexual (stel1, rst2, fbp1).

Cuando los niveles de glucosa en el medio disminuyen, hay una
consecuente disminucién en la actividad de PKA (Mudge et al. 2014). Pkal,
que se encontraba en el nucleo, es exportada al citoplasma como
consecuencia de la interaccién con el regulador Cgsl y su posterior
fosforilacion (Gupta et al. 2011).

La CAMKK Sspl vy el inhibidor de fosfatasas Sds23 han sido descritos
como esenciales para el crecimiento en bajos niveles de glucosa (Hanyu et
al. 2009). Inmediatamente después del cambio a un medio bajo en glucosa,
se observa una inhibicién del ciclo celular durante las 2 primeras horas,
después de las cuales se reactiva el ciclo celular (Saitoh & Yanagida 2014).
Esto podria indicar que existe algin tipo de mecanismo o checkpoint
responsable de dicho arresto, donde la CAMKK Sspl podria estar implicada
ya sea como sensor o ejecutor, y también su efector Ssp2, puesto que Ssp2
se desplaza al nicleo ya sea durante deprivacion por glucosa como por
nitrégeno para inducir la acumulacion del factor de transcripcion Stell
(Valbuena & Moreno 2012).

Otra proteina recientemente descrita, cuya delecion es esencial en
bajas concentraciones de glucosa, es el transportador de glucosa Ght5
(Saitoh et al. 2014; Saitoh & Yanagida 2014). La expresiéon de éste
transportador es dependiente del represor transcripcional Scrl. En
condiciones ricas de glucosa el represor se encuentra en el nucleo, y en
condiciones bajas de glucosa este factor es exportado al citoplasma; este
proceso estaria mediada por Ssply el inhibidor Sds23, aunque el mecanismo
no estd del todo definido (Figura 11). Una vez la expresion del gen del
transportador Ght5 es activa, el complejo TORC2, su efector Gad8 y la
quinasa Ksg1 serian los responsables de su desplazamiento y acumulacién en
la membrana plasmatica.
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FIGURA 11. Respuesta de la deprivacion por Glucosa y vias de sefializacion
implicadas(Saitoh et al. 2014).

Otra via implicada en la respuesta a glucosa es la via de la MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinase) Pmk1, pues se activa por deprivacién de
glucosa. La GTPasa Rho?2 activa a Pck2 quien a su vez activa a Pmk1. La via de
Pmk1 podria inhibir la activacion del complejo TORC2 y su efector Gads,
pues se observa una reduccion en sus niveles de fosforilacién, como
contraparte de la activacién por PKA (Cohen et al. 2014) (Figura 12). La
activacion de TORC2 mediada por PKA, ha sido discutida (Hatano et al. 2015)
pues Gad8 se observa activo/fosforilado en cualquiera de los mutantes de la
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via de PKA y por tanto no seria activado a través de PKA.
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FIGURA 12. Regulacion del complejo TORC2 por la via de
MAPK/Pmk1. (Cohen et al. 2014)



7. Modificaciones pos-traduccionales: sumoilacién.

Las modificaciones pos- traduccionales son el mecanismo por el cual
la célula regula el destino de una proteina, una misma modificacion puede
significar un destino diferente, las fosforilaciones son un ejemplo de ello.
Una fosforilacién puede activar la funcién de una proteina o por el contrario
la puede inhibir. Las modificaciones pos-traduccionales ocurren mediante
cambios quimicos de los aminodcidos que constituyen una proteina vy
pueden ser de muchos tipos. Se pueden dividir en dos grupos, aquellas que
agregan grupos funcionales, tales como: acetilacion, fosforilacion,
hidroxilacion, glicosilasion, sulfonilacion, prenilacion, nitrosilacion vy
nitracion. Y modificaciones que enlazan proteinas como: la sumoilaciéon vy la
ubiquitinacion; por las cuales se enlaza sumo y ubiquitina a una proteina
diana, respectivamente.

SUMO (por las siglas de su nombre en inglés small ubiquitin-related
modifier) es una pequefia proteina semejante a ubiquitina que estd
implicada en muchos aspectos de la funcién celular, incluyendo
mantenimiento de la estructura de la cromatina, reparacién vy
recombinacién del ADN, ciclo celular, transcripcion, procesamiento del ARN,
transporte nucleo/citoplasmatico, y vias de sefializacién. A nivel molecular,
SUMO cambia la superficie de la proteina diana, afectando la interaccion con
otras proteinas, su localizacién o actividad. En eucariotas superiores se han
descrito 4 isoformas (SUMO-1, -2, -3 y -4); mientras que en eucariotas
inferiores como Drosophila sélo existe una isoforma (Wang & Dasso 2009).
Se ha descrito hasta el momento un ortélogo de SUMO en S. pombe Pmt3,
que estd implicado en procesos como segregacidon cromosomica vy
mantenimiento de la longitud de los teldmeros; a diferencia de su ortélogo
en S. cerevisae, pmt3, no es esencial (Tanaka et al. 1999).

El proceso de sumoilacion es semejante al de ubiquitinacién (Figura
13). Sumo se produce como un precursor que es procesado por proteasas
especificas (Ulp’s) hasta alcanzar la forma madura. La forma madura es
activada por enzimas activadoras de sumo (E1, Aosl/Uba2, Rad31/Fub2),
seguidamente sumo es transferido a una enzima conjugadora de sumo (E2,
Ubc9, Hus5). Desde aqui sumo puede ser conjugado a la proteina diana
directamente o a través de unas proteinas denominadas sumo ligasas
(SENP’s, PIAS’s, Pli19). La enzima conjugadora de sumo puede reconocer el
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motivo W-K-X-[D/E] (donde W es un residuo alifatico y X es cualquier residuo)
y conjugar directamente el sumo. Por otra parte, algunas proteinas diana de
sumo contienen el motivo de interaccion con sumo (SIM) y promueven su
propia conjugacién (Wang & Dasso 2009). De acuerdo a la secuencia
consenso del SIM se han redefinido hasta el momento tres tipos diferentes:
SIMa, es el mejor caracterizado y consiste en cuatro residuos hidrofébicos
[I/VIX[I/V] [I/V] seguido por un grupo de residuos cargados negativamente.
SIMr es muy parecido al anterior pero contiene un grupo de residuos acidos
que lo preceden. SIMb es el mejor conservado y la mayoria se adhieren a
este tipo de secuencia VIDLT (Miteva et al. 2010).
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Mammals S. cerevisae S. pombe
Small ubiquitin-related modifiers SUMO-1, -2,-3 Smt3p Pmt3p
Activating Enzime (E1) Aosl (Sael), Uba2 (Sa2) Aoslp-Uba2p Rad31-Fub2p
Conjugating Enzime (E2) Ubc9 Ubc9p Hus5p
SP-RING-type E3 ligases PIAS1, PIAS3, PIASxa, PIASxB,  Sizlp, Sisz2p, Plilp, Nse2p
PIAS y, Mms21 Mms21p, Zip3p
IR E3 ligase RanBP2
Other E3 ligases HDAC4, KAP1, Pc2, Topors
Protease (Ulp/SENP) SENP1, SENP2, SSP3,SENP3, Ulplp, Ulp2p Ulplp, Ulp2p
SENP5, SENP6, SENP7

FIGURA 13. Pasos principales del proceso de sumoilacién. Componentes de la
via de Sumo entre especies. (Wang & Dasso 2009)
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1. Estudio y Caracterizacién de la quinasa Cmk1l en
Schizosaccharomyces pombe

La investigacién del grupo se ha centrado en los ultimos afios en
estudiar la familia de las CaM quinasas en S. pombe. El trabajo mas reciente
se enfocd en encontrar la quinasa que regulara y/o activara a la quinasa
Cmk1, asi como describir la via de sefializacion en la que estuviera implicada.
Como primer resultado se observd que el mutante delecionado para cmkl
era viable a altas concentraciones de calcio (75 mM) (Figura 14).

YES Ca25 mM

Acmk1

Ca 50 mM Ca75 mM

FIGURA 14. Viabilidad del mutante Acmk1 a altas concentraciones de
ca”.

También se observd que la expresion de una forma fosforilada de
Cmk1 aumentaba en respuesta a Ca’* (Figura 15A). El aumento de expresion
era a nivel transcripcional y este aumento se relaciond con el factor de
transcripcion Prz1. Los niveles de RNAmM no aumentaban en el mutante con
el gen prz1 delecionado (Figura 15B y 15C). Por tanto Prz1 era el encargado
de activar la transcripcion de cmk1 en respuesta a estrés por Ca™".

Prz1 es un factor de transcripcion que en condiciones normales se
encuentra fosforilado e inactivo en el citoplasma. En respuesta a un
incremento de Ca”*, se forma el complejo Ca**/CaM que activa a la fosfatasa
calcineurina, la cual defosforila y activa al factor de transcripcion Przl. Przl
una vez activo, se traslada al nucleo e inicia la transcripcion de sus genes
diana (Hirayama et al. 2003), entre ellos cmk1 (Cisneros-Barroso et al. 2014).
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En otros sistemas como en Saccharomyces cerevisae o eucariotas
superiores el factor de transcripcién homologo a Przl (CRZ1 y NFAT) es re-
fosforilado por quinasas como caseina quinasa (CK1, Hhr25), PKA, la CDK
Pho85, GSK3, la quinasa DYRK, la MAPK p38 y JNK. De modo que el factor de
transcripcion es rapidamente exportado al citoplasma y asi la expresion
dependiente de calcineurina cesa. En el grupo se encontré que Cmkl es la
responsable de re-fosforilar e inactivar Prz1 en respuesta a Ca** (Cisneros-
Barroso et al. 2014).
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FIGURA 15. La transcripcién de Cmkl estd regulada por el factor de
transcripcion Przl en respuesta a ca™. (a) Expresion de Cmk1 en estrés por
Ca’* (100mM). (b) Incremento en los niveles de MRNA de Cmk1 en respuesta
aca™ (c) Niveles de mRNA de Cmk1 en células wt y el mutante delecionado
para prz1.

Otro objetivo del proyecto era encontrar la quinasa responsable de
fosforilar y activar a Cmk1. En mamiferos la CAMKI es fosforilada por la
CAMKK2 en la T177 para alcanzar su total activacion. Por homologia de
secuencia se habia identificado una treonina en la posicion 192 de Cmk1 en
S. pombe, la cual al mutarla a acido aspartico (mimético de fosforilacion)
provocaba un aumento de la actividad unas 15 veces (Rasmussen 2000).
Esto reforzaba la teoria de la existencia de una quinasa upstream de Cmk1,
es decir una CaM quinasa quinasa. Hasta ese momento solo se habia



descrito una quinasa en S. pombe ortéloga de la CaMKK, la quinasa Sspl
(Hanyu et al. 2009). Por tanto era presumible pensar que Sspl fuese la
responsable de fosforilar a Cmk1. Se realizaron ensayos de viabilidad a estrés
por Ca’*y se observo que el mutante delecionado para sspl no compartia la
alta viabilidad que presenta el mutante Acmk1 (Figura 16B). Ademas al
analizar los niveles de fosforilaciéon de Cmkl se vid que Cmkl seguia
fosforilandose en la cepa Asspl, indicando que Sspl no era la quinasa
responsable de fosforilar a Cmk1 en respuesta a Ca** (Figura 16A).

a

wt Assp1
m CaCl, 0 15 30 60 0 15 30 60
P-STAIR
b YES 50 mM Cacl,

FIGURA 16. La Fosforilacion de Cmk1 en respuesta a Ca”* no es dependiente
de la CAMKK Ssp1. (a) western blot de Cmk1 en respuesta a Ca”, las células wt
y Asspl fueron tratadas con ca” y se recogieron muestras a los tiempos
indicados.  (b) Ensayo de viabilidad de las cepas wt, Acmkl, Asspl vy
Acmk1Asspl.

Analizando con detalle el genoma de S. pombe se encontrd una
secuencia SPC1919.01, que asi como Sspl presentaba un alto grado de
homologia a la CaMKK de mamifero, especificamente a la isoforma 2. Esta
secuencia correspondia a una quinasa no caracterizada denominada ppk34
(por sus siglas en inglés putative protein kinase 34). Esta quinasa habia sido
descrita previamente en cribados de largo alcance; en uno de ellos se
determind que podria estar implicada en procesos como biogénesis de la
pared celular, regulacion del ciclo celular, y establecimiento del crecimiento
polarizado, debido a la sensibilidad del mutante a determinados estreses
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(Bimbo et al. 2005). Otro estudio determiné que Ppk34 podria estar
implicada en la regulacidon negativa de NETO (New end take of) debido al alto
porcentaje de células bipolares (Koyano et al. 2010).

Se analizd el mutante Appk34 y se observd que era viable a altas
concentraciones de Ca”, al igual que el mutante Acmk1 (Figura 17a). Por
otra parte la banda de migraciéon electroforética retardada correspondiente
a la fosforilacién de Cmk1 en estrés por Ca’* no se observa en la cepa
Appk34, por tanto Ppk34 era la responsable de fosforilar a Cmk1 in vivo,
(Figura 17b). Ppk34 fue denominada por nuestro grupo como Ckk2 (CaM
kinase kinase 2) por su funcién y homologia de secuencia a la CAMKK2. Estos
resultados establecian una nueva via de sefializacion de CaM quinasas en S.
pombe donde Ckk2 es capaz de fosforilar y activar a Cmk1 en respuesta a
Ca’".

Ca 50 mM Ca75mM
wt
Acmk1
A ckk2
b wt Ackk2
CacCl, 0 15 30 60 O 15 30 60 min
— e - — [E—P-Cmk1l

S A — T— - — Cdc2

FIGURA 17. (a) Ensayo de viabilidad en Ca”. La delecién de ckk2 aumenta la
tolerancia a estrés por Ca”™ asi como lo hace el mutante de cmki. (b) Ckk2
estd implicada en la fosforilacién de Cmk1 in vivo.
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OBJETIVOS:

Tal como se ha comentado en antecedentes, nuestro grupo
identificd una nueva CAMKK funcional en S. pombe. El proyecto de esta tesis
se centrd en seguir la caracterizacion de esta nueva CAMKK, Ckk2. Por tanto

el objetivo global de esta tesis doctoral es:

1. Caracterizacion funcional de la Quinasa Ckk2 en

Schizosaccharomyces pombe.

Para alcanzar dicho objetivo se marcaron tres objetivos puntuales:

A. Andlisis de la secuenciay la actividad de la quinasa Ckk2.
B. Respuesta del mutante Acck? frente a diferentes tipos de estrés y
condiciones celulares, para identificar nuevas funciones de Ckk?2.

C. lIdentificacién de nuevos sustratos de la quinasa Ckk2.
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1. Técnicas de manipulaciéon de ADN

1.1 PCR (Polymerase chain reaction)

La reaccion en cadena de la polimerasa permite amplificar un
fragmento de ADN mediante el uso de oligonucledtidos o primers especificos
de la regién de interés. Esta reaccion se lleva a cabo mediantes ciclos
consecutivos a diferentes temperaturas que permiten completar las 3 fases
de la reaccién: desnaturalizacion, hibridacion y elongacion.

Reactivos:

Tampodn 10X (+MgCl, 50 mM) 5 ul
Oligonucledtido 5' 10 uM 1 pl
Oligonucledtido 3' 10 uM 1 pl
dNTPs 25 pM 04
DNA molde 0,1 pg/ul 1l
Polimerasa * 1wl
Agua estéril 40.6 pl

* En el laboratorio usamos dos polimerasas diferentes, una denominada
Expand High Fidelity (Roche: 3,5 U/ul) que se caracteriza por ser una
polimerasa que amplifica y a la vez tiene actividad de correccién con alto
rendimiento y fidelidad. La otra polimerasa es la EcoTaqg DNA Polymerase
(Ecogen: 5U/ul) que utilizamos para comprobacion de cepas o clonajes
donde no es necesario la actividad de correccion ni fidelidad de la
amplificacion.

Las condiciones de amplificacién son las siguientes: Un primer paso
de desnaturalizacién a 94°C de 3 minutos; luego un segundo paso
desnaturalizacién a 94°C durante 1 minuto, un tercer paso de hibridacion
cuyas condiciones varian en cuanto a la temperatura entre 50 y 60 °C segun
los oligonucledtidos utilizados y de tiempo entre 30 y 60 segundos. Cuarto
paso, la elongacidn se lleva acabo a 72°C de 1 a 3 minutos dependiendo de la
longitud del fragmento a amplificar. A partir del segundo paso hasta el
cuarto se repiten 30 ciclos y finalmente se realiza un paso final de elongacién
a 72°C durante 10 minutos.
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1.2 Clonaje

El clonaje es una técnica que nos permite insertar un fragmento de
ADN en un vector y puede servir para diferentes propdsitos. Para realizar el
clonaje de un fragmento de ADN debemos primero aislar el fragmento que
gueremos insertar en el plasmido y/o vector de clonaje, para luego unirlos
mediante un proceso denominado ligacién.

- Digestién con Enzimas de Restriccion: La digestion del DNA mediante
enzimas de restriccion permite obtener fragmentos que podran ser
posteriormente utilizados en reacciones de ligacion para clonar un
fragmento de ADN en un vector o comprobar construcciones, dado que
en funcion de si un pldsmido contiene un inserto o no el patron de
restriccién que se obtendrd serd diferente. La reaccion de digestién se
realiza con un maximo de 1 pug de ADN por 1U de enzima de restriccion,
y bajo las indicaciones de las casas comerciales (Invitrogen 'y Takara).

- Ligacién: es la unién del fragmento con el vector, previamente digeridos
con las mismas enzimas de restriccion. La reaccion se lleva a cabo con la
T4 DNA ligasa de invitrogen toda la noche (O/N) a 16°C; para facilitar la
unién de los fragmentos adecuadamente es recomendable que el
numero de moléculas de inserto sea de 3 a 6 veces mayor que el
numero de moléculas de plasmido, no superando la cantidad de 300 ng
entre ambos. Los productos de la reaccidn se transforman en células de
Escherichia coli DH5a competentes para su posterior comprobacion ya
sea por PCR o digestidén enzimatica.

1.3 Aislamiento de DNA plasmidico

La extraccion de DNA plasmidico a pequefia escala (MiniPrep) se
realiza utilizando el kit Nucleospin® Plasmid QuickPure de Macherey-Nagel,
siguiendo las instruccién del fabricante.

1.4 Purificacién de fragmentos de DNA

La purificacion de fragmentos provenientes, ya sea de una
amplificacién de PCR o de una digestion enzimatica, se realiza con el kit
NucleoSpin Extract de Macherey-Nagel.



1.5 Electroforesis de ADN

La electroforesis es una técnica que permite separar moléculas
segln la movilidad de éstas en un campo eléctrico, en funcion de su peso
molecular. Nos permite visualizar los productos de PCR, analizar patrones de
restriccion, entre otros. Los geles de agarosa se preparan en tampoén TAE
(Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM) donde se disuelve la agarosa sdlida. El
porcentaje de agarosa utilizado depende del tamafio de los fragmentos que
se quieren separar. Se utiliza bromuro de etidio (Sigma E1510) para
visualizar el DNA al ser expuesto a luz UV.

1.6 Plasmidos utilizados

Tabla 3. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Diana Origen
pPGEX-cmk1 Xhol/Notl Stock del laboratorio
PGEX-cmk1K60A Xhol/Notl Stock del laboratorio
PGEX-cmk1T192AK60A Xhol/Notl Stock del laboratorio
PREP1- ckk2 Pstl/Notl Este trabajo
PGEX-ckk2 EcoRI/Notl  Este trabajo
PET20-Cam Xhol/Notl Stock del laboratorio

1.7 Oligonucleétidos utilizados

Tabla4. Oligonucleotidos utilizados en este trabajo.

Oligonucledtido Secuencia

Ckk2Fwd EcoRl CGCGCGGAATTCATATGTCTCTTCCTCTCCCTAGTTTTTTAAGC
AGTA

Ckk2 Rv Notl CGCGCGGCGGCCGCTTATCTCCCATATGGAAGAGAATGCTGTTAC
GATA

Ckk2 pFA6a del-fwr GCTTTATATTTGAATATCCATTCCATCGCTGTGCGGTGAAGTCACT
GCATTAACAAGAACCCCGGATCCCCGGGTTAATTAA

Ckk2 pFA6a rev (P4) GCAAAAGGGTGACTTAAAATCCTCGACATTATCGTTGGTTCCGAA

GCTCATAAAAGCATCATAG GAATTCGAGCTCGTTTAAAC
Ckk2 P1 fw CTATCAAAGAATTTAAAAAGACAAGTCTTAGGAGG
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Ckk2(KA) P1fw
Ckk2 rv P2
Ckk2 pFAG6 tag fw3 (P3)

CTATCGCAGAATTTAAAAAGACAAGTCTTAGGAGG

TTAATTAACCCGGGGATCCGTATCTCCCATATGGAAGAGAATGC

GCATTCTCTTCCATATGGGAGATACGGATCCCCGGGTTAATTAA

Ckk2 RT fw TTAGGTTATGGTGCGTGCAG
Ckk2 RT rv CATGAGCCGGAACTTCTCTC
Cdc2 RT fw CCACTGGGGTTGATATTTGG
Cdc2 RT rv CGTTTCCAACGAGGAAATGT
2. Cepas

Las cepas empleadas en esta tesis se recogen en la tabla 3, y se obtuvieron
mediante diferentes técnicas.

Tabla 5. Cepas utilizadas en este trabajo

Cepa Genotipo Origen
wt h-leu1-32 ura4-D18 Stock de laboratorio
Ackk2 h- ckk2::ura4+ leul-32 ura4-D18 Bimbo et al 2005
Ackk2 h+ ckk2::kan ura4+ leu 1-32 Este trabajo
Ckk2(KA):HA Ckk2(KA)-HA:kan leu1-32 ura 4D-18  Este trabajo
Ckk2:HA Ckk2-HA:kan leu1-32 ura 4D-18 Este trabajo
Asspl h- sspl::urad+ ura4-d18 Matsusaka et al. 1995
Wt h+ JA972
Ackk2 h+ ckk2::kan Este trabajo
Ckk2:HA ckk2-HA:kan Este trabajo
Ckk2(KA):HA ckk2(KA)-HA:kan Este trabajo
Ckk2:HA ckk2-HA:hph Este trabajo
Apmt3 Ckk2:HA pmt3::kan Ckk2-HA:hph Este trabajo
Apmt3 pmt3::kan Este trabajo
Agsk3 gsk3::ura h- Este trabajo
Agsk3Ackk2 gsk3::ura ckk2::kan Este trabajo
Ahhpl hhpl::ura h- Este trabajo
Ahhp1Ackk2 hhpl:ura ckk2::kan Este trabajo
Apkal pkal:ura Este trabajo
ApkalAckk2 pkal::ura ckk2::kan Este trabajo
Cmk1:HA h- cmk1-HA:kanMX6 Este trabajo
Aprzl h- prz1::kan Este trabajo
Acmkl h- cmk1::hph Este trabajo
Assp2 h- ssp2::kan Este trabajo
Appk9 h- ppk9::kan Este trabajo
Aspkl h- spk1::kan Este trabajo
Apmk1 h- pmk1::kan Este trabajo




Atead
Acta3
Argab
Agyp5
Aoca?
Akinl
Apzhl
Argf2
Aparl
Amyo2
Aplil
Afab1
Atip1
Agef2
Aklp6
Arga?2
Asck2
Aaspl
Amod5
Amid2
Asec72
Acgsl

Amok12

h+ tea4::kan ade6-M216 ura4-D18
leul-32

h+ cta3::kan ade6-M216 ura4-D18
leul-32

h+rga6::kan ade6-M216 ura4-D18
leu1-32

h+ gyp5::kan ade6-M216 ura4-D18
leu1-32

h+oca2::kan ade6-M216 ura4-D18
leu1-32

h+ kin1::kan ade6-M216 ura4-D18
leul-32

h+ pzhl::kan ade6-M216 ura4-D18
leul-32

h+ rgf2::kan ade6-M216 ura4-D18
leul-32

h+ parl::kan ade6-M216 ura4-D18
leul-32

h+ myo2::kan ade6-M216 ura4-D18
leul-32

h+ plil::kan ade6-M216 ura4-D18
leul-32

h+ fab1::kan ade6-M216 ura4-D18
leul-32

h+ tip1::kan ade6-M216 ura4-D18
leul-32

h+gef2::kan ade6-M216 ura4-D18
leul-32

h+ klp6::kan ade6-M216 ura4-D18
leul-32

h+rga2::kan ade6-M216 ura4-D18
leul-32

h+ sck2::kan ade6-M216 ura4-D18
leul-32

h+aspl::kan ade6-M216 ura4-D18
leul-32

h+ mod5::kan ade6-M216 ura4-D18
leul-32

h+ mid2::kan ade6-M216 ura4-D18
leul-32

h+sec72::kan ade6-M216 ura4-D18
leul-32

h+ cgsl::kan ade6-M216 ura4-D18
leul-32

h+ mok12::kan ade6-M216 ura4-
D18 leul-32

Coleccion Bioneer

Coleccion Bioneer

Coleccion Bioneer

Coleccion Bioneer

Coleccion Bioneer

Coleccion Bioneer

Coleccion Bioneer

Coleccion Bioneer

Coleccion Bioneer

Coleccion Bioneer

Coleccion Bioneer

Coleccion Bioneer

Coleccion Bioneer

Coleccion Bioneer

Coleccion Bioneer

Coleccion Bioneer

Coleccion Bioneer

Coleccion Bioneer

Coleccion Bioneer

Coleccion Bioneer

Coleccion Bioneer

Coleccion Bioneer

Coleccion Bioneer
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2.1 Integracién de modificaciones a un gen mediante
productos de PCR

La integracion de modificaciones en el genoma de pombe, tales
como afiadir un epitopo o delecionar un gen, estd basada en el método de
Bahler (Bahler et al.,, 1998). Este método aprovecha la elevada tasa de
recombinacién de S. pombe a través de la transformacién de un fragmento
de PCR con secuencias homologas a la regién de interés y que contenga un
marcador de seleccién (gen ura 47, gen de resistencia a antibidticos, etc.).
Los oligonucleétidos que se utilizan deben tener un tamafio de
aproximadamente 100 nucledtidos de tal manera que facilite Ia
recombinacién homologa con la region de interés. La reaccion de PCR se
realiza usando como ADN molde los plasmidos de Bahler, segin se quiera
delecionar un gen o afiadir un epitopo. Para afladir el epitopo HA a la
proteina Ckk2; asi como para crear el mutante Ckk2(KA) utilizamos una
modificacién de la técnica de la PCR fusién (Szewczyk et al. 2007). En esta
técnica se trabaja con dos fragmentos de PCR solapantes entre si
amplificados individualmente y luego a través de una nested PCR se unen
estos fragmentos para formar un producto de PCR fusionado (Figura 18). Se
realizan varias reacciones de PCR para conseguir la mayor cantidad de ADN
(1-10 pg) y asi aumentar la eficiencia de la transformacion. La
transformacién de las células se realiza ya sea con el método de acetato de
litio o por electroporacién. Luego de la transformacion las células se
plaguean en medio rico y transcurridas 24 horas se procede a la seleccion en
medio con resistencia; durante este tiempo algunas células habran
incorporado el fragmento y podrdn crecer en estas condiciones. Después de
3-4 dias aproximadamente crecen colonias que se aislan en medio rico y
luego de dos replicas en dicho medio se procede nuevamente a la seleccion
para asegurarnos que el fragmento ha sido incorporado y es estable. Por
ultimo se procede a la comprobacion de la cepa mediante PCR.
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Amplificacion del ADN
gendmico con los primers
PlyP2

Amplificacion del ADN
plasmidico (Bahler 1998)

P1 con los primers P3 'y P4
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|
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-
Amplificacion de la Fusion PCR. P4

FIGURA 18. Esquema de la Fusion PCR. (a) Amplificacion del fragmento de
gen deseado con los oligonucledtidos P1 y P2. (b) Amplificacion del
epitopo y resistencia a antibiotico, usando los mismos oligonucledtidos y
plasmidos del método de Bahler, que en este caso se denominan P3y P4.
(c) PCR fusion, ambos fragmentos se afladen en una reaccién con los
oligonucledtidos de los extremos (P1y P4) (Szewczyk et al. 2007)

2.2 Cruce de cepas

Esta técnica permite aprovechar la capacidad de apareamiento de
los dos sexos (h+y h-) de S. pombe para crear dobles mutantes o modificar
auxotrofias de la cepa original. Para realizar cruces en masa es necesario que
las dos cepas tengan un tipo de apareamiento diferente (h+ o h-) y que cada
una de las mutaciones lleve, preferiblemente, un marcador diferente (ura4’,
resistencia a kanamicina, termo sensibilidad).

Cuando las células de S. pombe detectan un déficit nutricional en el
medio comienzan un programa de diferenciacion que culminard con la
formacion de las esporas. Este proceso permite que o bien por
recombinacidon homaéloga o por la orientacidon aleatoria de los cromosomas
en la placa metafdsica se obtenga el doble mutante deseado. El
procedimiento que se utiliza es el siguiente: se mezcla una cantidad similar
de los dos cultivos en una placa de SSA, se incuba a 25°C durante 2 diasy se
observa la presencia de ascas con cuatro ascosporas. Se digieren las ascas
con la adicién de 5 pl de glusulasa (NEE154001EA, Perkin Elmer) a 1 ml de
agua estéril donde previamente se han resuspendido las células y se incuba
un minimo de 12 horas a 25°C. Se siembran las esporas en placas de medio
rico YES para facilitar su crecimiento y posteriormente se hacen réplicas de
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las colonias obtenidas en placas de medio selectivo para obtener los
mutantes dobles.

3. Medios y Condiciones de cultivo

3.1 Medio y Condiciones de Cultivo de Schizosaccharomyces
pombe

Los medios y condiciones de cultivo realizados en este trabajo son
los previamente descrito por Moreno et al., 1991. las células fueron
cultivadas a 30°C en medio rico tanto en liquido como en sdlido; los
experimentos en este medio se realizaron en fase exponencial cuando los
cultivos se encontraban a una densidad dptica de 0.5-0.8 (595 nm). Para
realizar las condiciones de deprivacién de nutrientes, las células fueron
cultivadas en medio minimo (EMM) a una temperatura de 25°C hasta
alcanzar una densidad optica de 0.3. Las células fueron lavadas dos veces
con el medio de deprivacién y después se resuspenden en el medio de
deprivacion e incuba a 25°C. La composicién de los medios de cultivo se
detalla a continuacion:

- YES: medio rico de crecimiento en condiciones dptimas suplementado
con aminodcidos.
0,5 % extracto de levadura, 3 % glucosa, 225 mg/l aminoacidos (leucina,
histidina, adenina, lisina y uracilo).

- EMM-N: medio minimo que permite deprivar las células por deficiencia

de nitrogeno.

3 g/l hidrégeno-ftalato de potasio, 2,2 g/l Na,HPO., 2 % glucosa, 20 ml/I
sales (solucién madre: 52,5 g/l MgCl,-6H,0, 0,735 g/l CaCl,-H20, 50 g/I
KCl, 2 g/l Na,SO,) 1 ml/l vitaminas (solucion madre: 1 g/l acido
pantoténico, 10 g/l acido nicotinico, 10 g/l inositol, 10 mg/| biotina) 0,1
ml/l minerales (solucién madre 5 g/| acido bdrico, 4 g/l MnSQO,, 4 g/l
ZnS0,4-7H,0, 2 g/l FeCl,-6H,0, 0,4 g/l 4cido molibdico, 1 g/l KI, 0,4 g/
CuS0,4-5H,0, 10 g/l 4cido citrico).



- EMM-low glucose: medio minimo que permite deprivar las células por

deficiencia de glucosa.

3g/| hidrégeno-ftalato de potasio 2,2 g/l Na,HPO, 5 g/l NH,Cl, 2%
glicerol, 0.1 % glucosa, 20 ml/l sales (solucién madre: 52,5 g/l
MgCl,-6H,0, 0,735 g/l CaCl,H,0, 50 g/l KCl, 2 g/l Na,SO,) 1ml/l
vitaminas (solucion madre: 1 g/l acido pantoténico, 10 g/l acido
nicotinico, 10 g/l inositol, 10 mg/I biotina) 0,1 ml/I minerales (solucion
madre 5 g/l acido bérico, 4 g/l MnSO,, 4 g/l ZnSO,7H,0, 2 g/l
FeCl,-6H,0, 0,4 g/l acido molibdico, 1 g/l KI, 0,4 g/l CuSO45H,0, 10 g/l
acido citrico).

- SSA: Medio de esporulacién
Dextrosa 10 g/l Acido aspartico 0,5 g/l KH,PO, 2 g/INa,HPO, 0,2 g/l
MgS0,4.7H,0 0,5 g/l CaCl,2H,0 0,1 g/I(NH4)250, 2 g/l Vitaminas 1 ml/I
Minerales 0,1 ml/lIN NaOH 4,2 ml/l (225 mg/l Aminoacidos, seguin
auxotrofias)

En el caso de las placas, se aflade 20 g/l de agar a cualquier medio liquido
antes de autoclavar.

Las placas que incorporan drogas u otro tipo de agentes, se afiadieron a las
concentraciones indicadas después de autoclavar el medio.

3.2 Medio y Condiciones de cultivo para Escherichia coli

Las cepas de E. coli se manipularon bajo condiciones descritas
previamente (Sambrook et al, 1998). Se cultivaron a 37°C en medio LB (Luria-
Bertani; 10 g/l triptona, 5 g/l extracto de levadura, 10 g/l NaCl). A este medio
se le afladen antibidticos en funcién de los marcadores de la cepa o las
resistencias aportadas por el pladsmido con el que han sido transformadas
(normalmente 50 mg/l ampicilina para la cepa DH5a 0 50 mg/I ampicilina y
20 mg/| cloranfenicol en el caso de la cepa BL21).

4. Transformacion de cepas

La transformacion es el proceso que permite la introduccién de DNA
en bacterias y levaduras.
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4.1Transformacién de Schizosaccharomyces pombe

La transformacion en S. pombe permite la introduccion de ADN de
forma episomal y la integracién en el genoma de epitopos, promotores
inducibles o la delecidon de genes. En este trabajo se han seguido dos
protocolos distintos el primero es el método de acetato de litio (Norbury and
Moreno, 1997) y el segundo la electroporacion.

4.1.1 Método de acetato de litio

Se utiliza un cultivo exponencial de 50 ml se centrifuga a 3000 RPM.
Se hace un primer lavado con agua, otro lavado con agua y tercero con 1 ml
de solucién de acetato de litio (LiAc-TE: 0,1 M LiAc, 10 mM Tris-Hcl pH=7,5y
1 mM EDTA). Resuspender el pellet en 500 pl de la misma solucién; hacer
alicuotas de 100 y se afiade 2 pl de ssDNA (10 mg/ml de DNA de esperma de
salmon) y de 100- 2 000 ng de ADN. Incubar durante 10 minutos y se aflade
260 ul de PEG-LIAC-TE (40 % PEG en LIAC-TE). Incubar entre 30 y 60 minutos
a 30°C. Se afiaden 43 pl de DMSO vy se incuba 5 minutos a 42°C. Lavar las
células con agua destilada y plaquear.

4.1.2 Electroporacion

Este método consiste en provocar un aumento en la permeabilidad
de la membrana mediante un campo eléctrico aplicado; asi como una
diferencia de voltaje favorable para |la entrada de DNA al interior de la célula
(Neumann et al., 1982). Se lava un cultivo de 50 ml en fase exponencial con
agua y luego se realiza un lavado del pellet con 1 ml de Sorbitol 1M frio,
centrifugar 2 minutos a 3 000 RPM; y resuspender en 1 ml de la misma
solucion de sorbitol; y mantener en frio. Hacer alicuotas de 150 ml y se
agrega el ADN; esta mezcla se transfiere a una cubeta de 0.2 cm (Eppendorf)
y se aplica un pulso de 1.500 V con el Eppendorf Eporator®.

Plaquear directamente en el medio de seleccién si se trata de un
pldasmido o en medio rico si se trata de una integracion.



4.2 Transformacion de Escherichia coli

Las células denominadas competentes de E. coli previamente
tratadas con CaCl, y MgCl,, se transforman aplicando un choque térmico
(Kushner, 1978). Se incuba el ADN plasmidico con las células ya sea DH5a o
BL21 durante 30 minutos en hielo, luego se aplica el choque térmico a 42°C
por 45 segundos seguido de una incubacién en hielo durante dos minutos.
Agregar 1 ml de LB e incubar para la recuperacion de las células a 37°C en
agitacién. Transcurrido ese tiempo centrifugar la transformacion, eliminar el
sobrenadante y plaquear las células en el medio de seleccion.

4.2.1 Producciéon de células competentes

Las células se incuban hasta una OD exponencial y se resuspende el
pellet en 50 ml de 100mm MgCl2 (a 4°C) y se deja en hielo 30 min. Se
centrifugan las células y se resuspende el pellet en 10 ml de 100mm CaCl, (a
4°C). Se deja en hielo de 30 a 90 minutos, se centrifuga y por Ultimo se
resuspende el pellet en 20 ml de 5 mm CaCl, - 15% glicerol 60% vy se
almacena a -80.

5. Ensayos de sensibilidad y tratamiento a estrés

Este ensayo permite ver el comportamiento de un mutante frente a
diferentes condiciones o drogas. Las cepas de interés se cultivan en el medio
adecuado hasta alcanzar un OD a 595nm de 0.3 y se realizaron 5 diluciones
seriadas en una placa de 96 pocillos y se siembran en las placas con las
diferentes condiciones. Se incuba a 30°C, por 2-3 dias, segun la cepa salvaje.
Los agentes utilizados en este trabajo son los siguientes: cloruro de calcio
(CaCl,), Calcofluor, latrunculina B (LatB), tiabendazol (TBZ).

6. Determinacion de numero de células

El ndmero de células fue determinado con el contador de células
SCEPTERTM, se realiza una dilucién uno diez del cultivo y se procede a leer
con el equipo siguiendo las instrucciones de manufactura.
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7. Técnicas de Manipulaciéon de proteina

7.1 Extraccién de proteinas

S. pombe posee pared celular por lo que la lisis se lleva a cabo a
través de una accidén conjunta de la lisis quimica y mecdnica. En el
laboratorio rutinariamente se utilizan dos métodos de extraccion de
proteinas:

7.1.1  Extraccién de proteinas con STOP Buffer

Las células se recogen utilizando la rampa de vacio (PALL
Corporation) y se resuspenden en 1 ml de STOP Bufffer, el sobrenadante se
elimina por centrifugacién y el pellet que contiene las células se puede
conservar a -80°C hasta su procesado. Es recomendable evitar la
centrifugacién antes de tratar con el tampdn ya que las fuerzas centrifugas
pueden activar la via de las SAPK (Soto et al., 2007). Para la ruptura, se
afiaden 500 pl de bolas de vidrio y 300 ul de tampédn de lisis (50 mM Tris (pH
8.0), 150 mM NacCl, 2,5 mM EDTA, 0,002 % NP-40, 50 mM NaF y cocktail de
inhibidores (Complete Mini EDTA-free, Roche)) sobre el pellet y se someten
a 4 pulsos de 30 segundos a 5.000 rpm en el agitador FAST-PREP TM(FP120
BIO101 Thermo Electron Corporation) a 4°C. Desde este momento, las
muestras se mantienen en hielo para evitar la degradacién de las proteinas.
El lisado se recoge por centrifugacién, agujereando la base del tubo en el
que se ha llevado a cabo la lisis e introduciéndolo dentro de otro. Asi se
consigue separar el lisado de las bolas de vidrio. Por Ultimo se lleva a cabo
una limpieza del lisado por centrifugacion durante 2 minutos a 14.000 rpm vy
se recoge el sobrenadante. Con esto se consigue separar los restos celulares
que no han sido eliminados con la primera centrifugacion. El lisado se puede
guardar a -80°C o cuantificar.

7.1.2  Extraccién de proteinas con TCA (4cido tricloroacético)

La extracciéon de proteinas con TCA es un método que se usa en el
caso de proteinas inestables y de baja presencia en el proteoma, ya que
supone una elevada capacidad extractiva asi como la inactivacién de
proteasas, fosfatasas y quinasas. Las células se recogen con la rampa de
vacio y se resuspenden en 1 ml de TCA al 20 %. El pellet se lava en 1 ml de



Tris-base (Trizma sin ajustar el pH). El sobrenadante se elimina luego de la
centrifugacién y el pellet se puede almacenar al -80°C hasta su procesado.
Resuspender el pellet en 100 pl de Tris-HCl 67mM pH 6.8 SDS 2% y se
afiaden 200 ul de bolas de vidrio; se realizan los 4 pulsos de agitacion con la
FAST-PREPTM. El lisado se recoge de la misma forma que en el apartado
anterior y se puede conservar a -80°C o cuantificar inmediatamente para
preparar las muestras.

7.2 Cuantificacion de proteinas

La determinacién de la concentracién de proteinas se lleva a cabo
principalmente a través de dos técnicas colorimétricas: el método de
Bradford (Bradford, 1976) y el método de Lowry (Frolund et al., 1995). La
sensibilidad y sencillez del método de Bradford hacen que normalmente sea
el método de eleccién a la hora de cuantificar proteinas aunque presenta
ciertas limitaciones: el SDS, detergente presente en muchos de los tampones
de lisis, interfiere con en el método de Bradford; en cuyo caso lo mads
indicado es realizar el método de Lowry. Ambos métodos se basan en el
cambio de color de un reactivo al reaccionar con las proteinas del lisado. El
color obtenido depende de la concentracion de proteinas presente en el
lisado. Por lo tanto, la cuantificacidon se lleva a cabo a través de la medida de
la absorbancia a la longitud de onda del color producido por el reactivo al
reaccionar con la proteina. La determinacion de la concentracién se realiza
por comparacion con una recta patrén de concentraciones crecientes
conocidas de proteina, que generalmente es la albumina sérica bovina (BSA)

7.2.1 Método de Bradford

Este método se basa en el cambio de coloracién que sufre el
reactivo de Bradford (Protein Assay Dye Reagent Concentrate, Biorad) al
entrar en contacto con los enlaces peptidicos de las proteinas. Estos cambios
se pueden valorar mediante la medida de la absorbancia a 595 nm. La
concentracion se calcula en base a los valores obtenidos con una muestra
patron de concentraciéon conocida, elaborada con BSA.

7.2.3 Método de Lowry

Este método se basa en la asociacion de dos reacciones
complementarias: La Reaccion de Biuret: caracteristica de grupos
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aminopeptidicos, con los que el Cu (ll) en medio alcalino forma enlaces de
coordinacién, originando complejos de color violeta. Y el Reactivo de Folin-
Ciocalteu: caracteristica de grupos-OH reductores que, junto con los
complejos cuproproteicos de la reaccién de Biuret, reducen el reactivo de
Folin, el cual vira a color azul oscuro. El espectro de absorciéon del reactivo
de Folin reducido es proporcional a la de proteinas que existe en la
muestra. Estos cambios de coloracién se pueden valorar mediante la
medida de la absorbancia a 750 nm. La reaccién se realiza segun las
especificaciones del fabricante (DC™ Protein Assay, Bio Rad) La
concentracion se calcula en base a los valores obtenidos con una muestra
patron de concentracidon conocida, elaborada con BSA.

7.3 Electroforesis de Proteinas en condiciones
desnaturalizantes

La electroforesis de proteinas mediante geles de SDS-poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes permite la separacién de las proteinas
presentes en una muestra en funcién de su peso molecular (Laemmli 1970).
Las muestras que se quieren analizar son tratadas previamente con un
detergente anidnico, el SDS, este tratamiento confiere carga negativa a las
proteinas, anulando su carga intrinseca. Por tanto si son sometidas a campo
eléctrico promueve la migracion de las proteinas a través de la matriz porosa
de poliacrilamida hacia el polo positivo del campo (dnodo). Dado que el
tratamiento con el detergente anula la propia carga de la proteina, la
velocidad de migracién dependera Unicamente del tamafio de ésta, siendo
inversamente proporcional al logaritmo del peso molecular.

La matriz de poliacrilamida estd formada por una mezcla de
acrilamida y bis-acrilamida, y la concentracion de estos polimeros en el gel
determinara el tamafio del poro resultante. Esto influird en la idoneidad de
un tipo de gel u otro para la correcta separacién de la muestra. Asi, si se
quieren separar proteinas de peso molecular grande, se emplearan geles de
baja concentracion de acrilamida/bis-acrilamida, es decir, geles con poros
mayores. En cambio, si se quieren separar proteinas de bajo peso molecular,
sera mas adecuado utilizar geles con poro pequefio o de alta concentracion
de acrilamida/bis-acrilamida. El APS (persulfato amodnico) actla como
iniciador de la reaccion y el TEMED como agente catalizador de la
polimerizacidn de la acrilamida.



Los geles para la electroforesis de proteinas constan de dos fases:

- Gel empaquetador: corresponde a la parte superior del gel y dado que

tiene una baja concentracién de acrilamida (3,6%) permite que la

muestra se empaquete en el limite con la siguiente fase del gel. Estd

compuesto por:

3ml
2ml
6,8 ml
60 ul
90 ul
9 ul

0,5M Tris-HCl pH=6,8
Mix Acrilamida*
dH,0

SDS 20 %

APS 10 %

TEMED

*Mix acrilamida: 500 ml Acrylagel Nathional Diagnostics, 1,51 g Ultra-
Pure Bisacrylamide Sigma, 5,05 ml dH,0

- Gel resolutivo: situado en la parte inferior del gel, permite la separacion

de las proteinas de acuerdo a su peso molecular; debido a que contiene

un mayor porcentaje de acrilamida (que puede variar de 8-15%).

4,5 ml
8 ml
11, 2 ml
120 ul
240 pl
24 ul

2M Tris-HCl pH=8,8
Mix Acrilamida
dH,0

SDS 20 %

APS 10 %

TEMED

Las cantidades indicadas en esta receta son suficientes para un gel de

dimensiones 14 x 15 cmy 1,5 mm de grosor.

Las muestras se preparan calculando la cantidad de proteina que se

quiere cargar y afiadiendo el mismo volumen de tampdn de muestra 2x (10
ml de 0,5 M Tris-Cl pH 6,8, 5 ml de 20 % SDS, 17 ml de 60 % glicerol, dH,0
hasta 50 mly una pizca de azul de bromofenol al que se le afiade 1/10 de B-

Mercaptoetanol en el momento de ser utilizado).Una vez preparadas, las

muestras se hierven durante 5 min y se cargan en el gel. Para poder aplicar

la corriente eléctrica, el electrodo y los geles deberdn estar sumergidos en

una cubeta que contenga tampdn electrolito (25 mM Tris-HCIl, 192 mM
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glicina, 0,1 % SDS pH 8,3). La corriente aplicada serd la correspondiente a un
amperaje constante de 35 mA por gel.

7.4 Electrotransferencia e inmunodeteccion: western
blotting

Esta técnica permite la deteccién de una proteina concreta presente
en una muestra mediante el uso de anticuerpos que reaccionan
especificamente contra un epitopo presente en la proteina. La muestra
debe haber sido previamente separada mediante un gel de poliacrilamida
entonces la electrotransferencia, es la transferencia de las proteinas
presentes en el gel hacia una membrana de nitrocelulosa mediante la
aplicacién de un campo eléctrico. Las proteinas de la muestra, al tener carga
negativa, migraran hacia el polo positivo del electrodo donde se encontraran
con la membrana y quedaran retenidas. Una vez montado el sistema, se
aplicard un campo eléctrico de 70 V durante 1:30 horas o de 20 V durante
toda la noche, en ambos casos a 4°C para evitar el calentamiento de la
muestra. Todo el sistema se encontrard sumergido en un tampdn de
transferencia (25 mM Tris-HCI pH 8,3, 192 mM glicina, 0,02 % SDS, 20 %
etanol) que permita la transmisién del campo eléctrico.

La inmuno-detecccion se trata de una técnica de deteccidn indirecta,
dado que el anticuerpo que da la sefial no se une a la proteina directamente,
sino que lo hace a través de un anticuerpo primario, que en este caso si que
reacciona con la proteina. Asi se diferencian dos tipos de anticuerpo:

- Anticuerpo primario: este anticuerpo reconoce especificamente uno
(anticuerpos monoclonales) o mds epitopos (anticuerpos policlonales)
contenidos en la proteina.

- Anticuerpo secundario: este anticuerpo reconoce la regién constante
presente en el anticuerpo primario y que es igual para todos los
anticuerpos generados en una misma especie animal. Los anticuerpos
secundarios llevan conjugada una enzima (peroxidasa o fosfatasa
alcalina) que al reaccionar con su sustrato dan lugar a una sefial
detectable, proporcional a la cantidad de proteina presente en la
muestra. La finalidad de utilizar un anticuerpo secundario es que
permite amplificar la sefial, que seria muy baja si solo se empleara un
solo anticuerpo.



El protocolo de western blot es el siguiente:

Bloquear la membrana mediante la incubacién con una solucion de
bloqueo: 5 % de leche en polvo o BSA disuelto en TBST (TBS 0,05 %
Tween20; TBS: 20 mM Tris-HC| pH=7,5 150 mM NacCl) para evitar que
los anticuerpos se unan de forma inespecifica a la membrana. Esta
incubacion se realiza durante 1 h a temperatura ambiente, en agitacién
suave.

Incubar la membrana en la solucién del anticuerpo primario (2,5 %
leche en TBST o 2,5 % BSA en TBST) durante 2 h a temperatura
ambiente o bien durante toda la noche en 4°C. La dilucién del
anticuerpo serd diferente dependiendo de cada anticuerpo y segun las
instrucciones de la casa comercial.

3 lavados de 5 minutos a temperatura ambiente con TBST.

Incubar la membrana con el anticuerpo secundario disuelto en la
solucion de anticuerpo. En este trabajo todos los anticuerpos
secundarios empleados estaban conjugados a la enzima peroxidasa
(HRP).

2 lavados de 10 minutos con TBST y un Ultimo lavado de 10 min con
TBS.

Para detectar la sefial del anticuerpo, tratar la membrana con el
sustrato proporcionado por el sistema de deteccién EZ-ECL
(Chemiluminescence Detection Kit for HRP, de Biological Industries) y
captar la guimioluminiscencia en una pelicula fotografica (Fuji Medical
X-Ray filme, de Fujifilm).

Anticuerpo Dilucién Origen Casa comercial

HA (12CA5) 1:1.000 Monoclonal Roche (12CA5)

HA 1:1.000 Policlonal Santa Cruz (sc-7392)
PSTAIR 1:2.000 Policlonal Upstate (06-923)
Anti-mouse 1:2/5.000 Cabra Bio Rad (172-1011)
Anti-rabbit 1:2/5.000 Cabra Bio Rad (170-6516)
GFP 1:5.000 Policlonal Abcam (Ab-290)

GFP 1:1.000 Monoclonal ~ Abcam (Ab-1218)
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7.5 Ensayo de actividad quinasa in vitro

Las quinasas catalizan la reaccién de incorporacién del fosfato-ydel
ATP a los grupos hidroxilo de los aminodcidos Serina, Treonina o Tirosina.
Esta reaccién se pude monitorizar utilizando un ATP en el que el fésforo del
grupo fosfato y ha sido sustituido por el isotopo radiactivo **P ([Y*’P]-ATP).
De forma orientativa la reaccion se realiza en presencia de 1 pg de quinasa,
1 pg de sustrato, 3 pl de Tampon quinasa 10x (50 mM Tris-HCl pH 8, 10 mM
MgCl,, 5 mM B-Mercaptoetanol) 250 uM de ATP frio, no marcadoy 0,2 ul de
[Y**P]-ATP (Perkin-Elmer, 3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml). Estas condiciones
pueden variar, por ejemplo es posible modular la astringencia de la reaccién
cambiando la cantidad de ATP frio: a mayor cantidad de ATP frio, mas
especifica es la reaccion. Por el contrario, si la sefial obtenida tras la reaccion
es muy débil esta puede aumentarse disminuyendo la cantidad de ATP frio
de la reaccion. Otro factor que hay que considerar es que el [Y*?P]-ATP tiene
una vida media de 15 dias lo que implica que cada 15 dias que pasan tras su
produccion, debe aumentarse al doble la cantidad de [Y*?P]-ATP incorporado
en la reaccién para obtener la misma sefial. Al trabajar con [Y*’P]-ATP, se
hace en una cdmara habilitada especificamente para trabajar con isétopos
radiactivos y siempre detras de una pantalla de metacrilato.

La reaccién se incuba durante 30 minutos a 30°C y se detiene al
incorporar tampén de muestra. Las muestras se separan por electroforesis
SDS-PAGE vy el gel de poliacrilamida se tifie con azul de Coomassie para
garantizar que se ha utilizado la misma cantidad de enzima y sustrato en
todos los casos analizados. Una vez destefiido el gel se seca y se expone a
una placa amplificadora y se revela utilizando el escaner Typhoon (Trio
Variable Mode Imager). El gel también puede exponerse a una pelicula o film
y las particulas B emitidas por la proteina radiactiva activa unos cristales de
bromuro de plata presentes en la pelicula que durante el proceso de
revelado se reducen a plata para formar la imagen (Revisado en Johnson and
Hunter, 2005).

7.5.1 Ensayo quinasa de fosfopéptidos

Los péptidos fueron re suspendidos segun las indicaciones de la casa
comercial. Una vez obtenidos los péptidos en solucién se procedio a realizar



el ensayo quinasa. La reaccion se realiza en presencia de 1 yg de quinasa, 1
ug de sustrato, 3 ul de Tampdn quinasa 10x (200 mM Tris-HCl pH 8, 10 mM
MgCl,, 50 mM DTT, 2,5 mM de ATP frio, no marcado y 0,2 pl de [Y*’P]-ATP
(Perkin-Elmer, 3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml). La reaccion se incuba durante 30
minutos a 30°C. Los péptidos fosforilados se separan por cromatografia de
capa fina, usando como fase sdlida placas de MERCK (Proteochrom HPLTC
silica gel 60F,s545/1.05650.0001) y como fase liquida una mezcla de N-butanol
piridina: 4cido acético: agua en una proporcion 3:2:1:4. Las placas de silica
gel se expusieron a una placa amplificadora y se revela utilizando el escaner
Typhoon.

7.6 Tincién de proteinas con Azul de Coomassie

El azul de Coomassie es un pigmento cargado negativamente que
forma complejos con las proteinas para su estabilizacién y permite asi la
visualizacién de éstas en geles de poliacrialamida. El nimero de moléculas
de pigmento unidas es proporcional a la cantidad de proteina presente en la
banda. Sin embargo, el azul de Coomassie se une de forma mds eficiente a
los aminodcidos bdsicos que a los acidos por lo que pueden existir pequefias
diferencias en la eficiencia de tincién de diferentes proteinas (Fazekas de St
Groth et al., 1963; Meyer and Lambert, 1965).

Una vez realizada la electroforesis, el gel de poliacrilamida se tifie
con solucién de Coomassie (2,5 mg azul de Coomassie G-250, 45 % metanol,
10 % acido acético) durante 15 minutos a temperatura ambiente y en
agitacién suave y se destifie durante toda la noche con solucién destefiidora
(50 % metanol, 10 % acido acético) para eliminar el exceso.

7.7 Expresidony purificacidon de proteinas

7.7.1  Expresiony purificacidon de proteinas de fusién a GST
La expresion de proteinas de fusion a GST (glutation-S-transferasa)
se realiza utilizando la cepa de E. coli BL21. El plasmido en el que se clona el
gen codificante para la proteina de interés en cada caso es el plasmido
PGEX-KG. Este permite fusionar el epitopo GST en el extremo N-terminal de
la proteina y, de esta manera, una vez expresada, la proteina puede
purificarse mediante bolas de glutation-sefarosa a partir del extracto total.
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El paso previo a la purificacion es optimizar la concentracion de IPTG, la
temperatura y el tiempo de induccién. Una vez optimizados, se lleva a cabo
la induccion. Para ello se cultiva un gran volumen hasta fase exponencial
momento en el que se afiade el IPTG. Pasado el tiempo de induccién, las
células se recogen por centrifugacién y el pellet puede conservarse a -80 2C.
Para la obtencién del lisado, el pellet se resuspende en 10 ml de NETN (20
MM Tris-HCI pH=8, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5 % NP-40) con inhibidores
de protesasas (10 mg/ml aprotinina, 5 mg/ml leupeptina, 1 mM PMSF). Se
sonica para disminuir la viscosidad causada por la liberaciéon del DNA
bacterianoy se recoge el sobrenadante por centrifugacion.

Por ultimo, la proteina de fusion se purifica incubando el lisado las
bolas de glutatiéon-sefarosa. Lavar 1 ml de la resina de glutatién-sefarosa 4B
(GE Healthcare) una vez con PBS frio y dos veces con NETN, para equilibrarla.
Centrifugar y descartar el sobrenadante. Afadir el lisado de BL21 a la resina
e incubar 2 h a 4°C en agitacién. Centrifugar la mezcla y descartar el
sobrenadante. Hacer dos lavados de la resina con NETN y lavar de nuevo con
NET (20 mM Tris-HCl pH=8, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA). Centrifugar y
descartar el sobrenadante. Por uUltimo, eluir la proteina afiadiendo a la resina
1 ml de tampdn de elucién (50 mM Tris-HCl pH 8,5, 100 mM NaCl, 10 mM
Glutatién, 2 mM DTT) e incubando 30 min a 4°C en agitacién. Centrifugar y
recoger el sobrenadante, que serd el eluidol. Repetir el proceso para
obtener una segunda fraccion de proteina purificada (eluido2). Conservar la
proteina -80°C.

7.7.2  Expresiony purificacion de Calmodulina
La Calmodulina es una proteina termo-resistente y se aprovecha
esta cualidad para su purificacion. Se cloné en el plasmido pET20 que
incorpora el promotor Plac inducible por IPTG pero no incorpora el GST para
la purificacion El lisado se obtiene de la misma forma que en el apartado
anterior y la purificacién se lleva a cabo por ciclos sucesivos de hervido—frio.
La purificacién se monitoriza por azul de Coomassie.

7.8 “Pull-down” de proteinas

Esta técnica se utiliza para comprobar la interaccién de proteinas y
se basa en la capacidad de éstas para unirse. Para ello ha sido necesario la
obtencién de la proteina recombinante (Ckk2:GST) y en el caso de
calmodulina hemos usado las bolas comerciales de STRATAGENE. La union



de las proteinas se realizd bajo las siguientes condiciones Tris 50 mM pH 7.4,
KCl 150 mM, CaCl, 0,5 mM y la condiciones control (no unién) Tris 50 mM
pH 7.4, KCI 150 mM, EGTA 5 mM. Se incuba dos horas y luego se realizan
tres lavados con las mismas soluciones respectivamente. Finalmente se
eluye con tampdn de muestra, se carga en un gel de poliacrilamida y se hace
la tincion de azul de comassie para observar los resultados.

8. Técnicas de manipulacion de RNA

8.1 Extraccién de RNA

El RNA total se extrae utilizando el kit comercial RNeasy plus mini kit
de acuerdo con las instrucciones del fabricante especificas para el trabajo
con levaduras (Qiagen, Crawley, UK). Dado que el RNA es una molécula muy
sensible a la degradacion por parte de RNasas, es imprescindible la
utilizacion de guantes y la utilizacion de material doblemente autoclavado.
La concentracién y calidad del RNA total extraido se lleva a cabo utilizando
un espectrofotémetro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Walthman,
MA).

8.2 Andlisis de la expresién génica por Real-Time PCR

Como paso previo a la Real Time se realiza una retro-transcripcion.
La técnica de RT-PCR consta de una reaccién de sintesis de la primera
cadena de cDNA a partir de mRNA, seguida de una amplificacion especifica.
1 pg de mRNA se retro-transcribe en presencia de 2 ul de random primers
10X, 0,8 pl de dNTPs 25X, 1 pl de retro-transcriptasa 50 U/ul, 2 ul de tampdn
10X en un volumen final de 20 ul tal y como indica el fabricante (Applied
Biosystems) La mezcla se incuba en un termociclador a 259C durante 10
minutos y seguidamente a 372C durante 2 horas. La cuantificacion del cDNA
se llevd a cabo por duplicado en un termociclador Mx3000p qPCR
(Stratagene) usando Express SYBR® GreenERTM gPCR Supermix Universal
(Invitrogen). La reaccion se llevd a cabo a 95°C for 10 minutos seguido de 40
ciclos del siguiente programa: 95°C durante 30 segundos, 60°C durante 30
segundos y 72°C durante 1 minuto. Los oligonucledtidos utilizados para la
amplificacién por Real-Time PCR se indican en el apartado 1.7 de materiales
y métodos. El gen cdc2 que codifica para la quinasa dependiente de ciclina
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Cdc2 se utilizé para la normalizacién. Los datos que se muestran son
representativos de minimo 3 experimentos.

9. Microscopia

9.1 Microscopia de epifluorescencia

Para observar las células, se realizd la tincion de calcofluor segun el
protocolo descrito para la levadura de fisiéon (Alfa et al. 1993) se lavaron con
PBS y se tifieron con calcofluor. Para visualizar las células se utilizd el
microscopio de epifluorescencia: Leica DMI 6000B.

9.2 Analisis de imagenes

Las imagenes se procesaron con los programas Image J, MultiGauge
y Adobe Photoshop. Para el andlisis de los datos se utilizé Microsoft Excel.
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1. Analisis de la secuencia y la actividad de Ckk2

1.1 Analisis de la secuencia

A través de un alineamiento de secuencias de algunas quinasas
pertenecientes a estas familias, tanto de humanos como de S. pombe,
corroboramos que Ckk2 presenta homologia de secuencia con esta familia
de quinasas y que presenta los dominios ya descritos para las quinasas
(Hanks et al. 1988), asi como los aminoacidos conservados para esta familia
de quinasas (Figura 19). El subdominio VI contiene el dominio catalitico
general de las quinasas (HRDLKPXXN) y observamos que el dominio
especifico consenso para las CAM quinasas es [I/V][I/VIIHRD[I/LJKPXNTI/L]L.

Figura 19. Alineamiento de las secuencias de quinasas pertenecientes a la
familia de las CAM quinasas; CAMKIV, CAMKI, CAMKK1, CAMKK2 humanas,
y CMK1, SSP1, CKK2 de S. pombe. En gris se encuentran destacados los
subdominios descritos para las quinasas con los residuos conservados.
Enmarcado en rojo se encuentra el bucle de activacion de las CAM

quinasas.
Bucle
Unién ATP
CAMKIV_HS ALSDFFEVESELGRGATSIVYRCKQKGTQKPYALKVLKKTVD---KK-—————===————
CAMKI_HS DIRDIYDFRDVLGTGAFSEVILAEDKRTQKLVAIKCIAKEALEGKEG—————————————
CMK1_SP LLPCKYRVGRVLGGGTYATVREAVHIETNKMYAAKIMNKKMMEKKQD-————————————
SSP1_SP KYINHYEIIKELGRGMHGKVKLGRDTVTRELLAIKIIPKTERRPKL-—————————————
CKK2_SP PLLKQYRLKNMLGYGACSTVYLAVDVSTNIEYAIKEFKKTSLRRREKFRLMQLEKELGSF

CAMKK2B_HS VQLNQYTLKDEIGKGSYGVVKLAYNENDNTYYAMKVLSKKKLIRQAGFPRRPPPR--GT-
CAMKK2A_HS VQLNQYKLQSEIGKGAYGVVRLAYNESEDRHYAMKVLSKKKLLKQYGFPRRPPPR--GS—

® * % . * ” e % s *
Sl SIvV
CAMKIV_HS MWSVGIITYILLCGFEPFYDERGDQFMFRRILNCEYYFISPWWDEVSLNAKDLVRKLIVI]
CAMKI_HS CWSIGVIAYILLCGYPPFYDEND-AKLFEQILKAEYEFDSPYWDDISDSAKDFIRHLME}L
CMK1_SP MWAIGVITYFLLSGYTPFARPSQ-VEVIEAILANEYTFNDPCWSGISETAKDFIKKCLEL
SSP1_SP VWALGVTLFCLLFGRCPFNASME~-YELFDKIVNERLNI-~-PSTPDIGEEGRDLLKRLLCI
CKK2_SP IWSMGVTLYVIAFAEFPFNGSTI-LDMINVIKGKSLMI--PAY--CNSDLRKLLERCLEL!

CAMKK2B_HS VWAMGVTLYCFVFGQCPFMDERI-MCLHSKIKSQALEF--PDQPDIAEDLKDLITRMLDI
CAMKK2A_HS VWATGVTLYCFVYGKCPFIDDFI-LALHRKIKNEPVVF--PEEPEISEELKDLILKMLDI

Ko Ko .. 5 * & : * : * .
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N SVI Bicle

catalitico
CAMKIV_HS ELVTGGELFDRI---VEKGYYSERDAADAVKQILEAVAYLHENGIVHRDLKPENLLYATP
CAMKI_HS QLVSGGELFDRI---VEKGFYTERDASRLIFQVLDAVKYLHDLGIVHRDLKPENLLYYSL
CMK1_SP ELATGGELFDRI---CAKGSFYEADAAALMRTTTSAVKYLHDNGIVHRDLKPENLLYRSK
SSP1_SP EYMSGGEVPWTD---CDSPVLSISEARQYFRDVVLGLEYLHYQGIIHRDIKPANLLLN-~-
CKK2_SP NYCPGGKLASVDHGISFDP-MPLETCRKSFRQLVLAVNYTHGKGVIHRDIKPDNILFK--

CAMKK2B_HS ELVNQGPVMEVP---TLKP-LSEDQARFYFQDLIKGIEYLHYQKITHRDIKPSNLLVG--
CAMKK2A_HS DLLRKGPVMEVP---CDKP-FSEEQARLYLRDVILGLEYLHCQKIVHRDIKPSNLLLG--

RS . . . we Sgh SIEEE SRR R
vil Bucle de Vil X
Bucle unién activacién Bucle
Mgz. P+1
CAMKIV_HS APDAPLKIADFGLSKIVEHQ-————— VLMKTV(GTPGYCAPEILRGC—————~ AYGPEVD
CAMKI_HS DEDSKIMISDFGLSKMEDPG————=- SVLSTAQGTPGYVAPEVLAQK—————~ PYSKAVD
CMK1_SP DPNSDLLIADFGLSHFYEDS----QYYMLMTA(JGTPEYMAPEVFRRT—————- GYGKPVD
SSP1_SP —~SSNCVKISDFGVSYIANAGLNEDNDVELAKTYGTPAFFAPELCWTDLDRPRPKISEAID
CKK2_SP —ENNNLCVIDFGLAE-—-——--— FLPKDGFVKPAYGTPAFMAPELFDNELKK—---IKGKPLD
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1.2 Analisis de la actividad de Ckk2 frente a Ca®"y CaM

1.1.1  Unién de Ckk2 y CaM

La quinasa Ckk2 presenta homologia de secuencia con la familia de
las CaM quinasas por ello quisimos comprobar si es una proteina de unién a
calmodulina. Para determinar si existe interaccién entre las proteinas
realizamos un ensayo de pull down; tanto en presencia de Ca’* y el agente
quelante de Ca®*, EGTA. Como se puede observar en la Figura 20 la proteina
Ckk2 se une a calmodulina en presencia de Ca**, y dicha interaccidn se ve
interrumpida por EGTA. Es decir la unién Ckk2-CaM es dependiente de Ca**;
confirmando que la Ckk2 es una CaM quinasa no solo por la homologia de
secuencia sino también por su interaccién con el complejo Ca**/CaM.



FIGURA 20. Ckk2 es una proteina
1 2 3 de unién a CaM dependiente de
ca’. la proteina recombinante
Ckk2 (carril 1) se incubd con la
proteina CaM en presencia de
ca’ (carril 2) y como condicidon
control se incubd con el agente

guelante de calcio EGTA (carril 3).

Ckk2 =——b | c— o

1.1.2 Actividad de Ckk2 dependiente de Ca*"/CaM sobre Cmk1

Nos planteamos analizar la actividad de Ckk2 mediante un ensayo
quinasa in vitro utilizando como sustrato la quinasa Cmk1. El resultado de
este ensayo tendra dos finalidades, por una parte determinar si la actividad
de Ckk2 depende de Ca’"y CaM; y por otra parte si Cmkl es un sustrato
directo de Ckk2. Tal como se ha descrito en antecedentes, la fosforilacién y
regulacion de Cmk1 en respuesta a Ca**dependen de la quinasa Ckk2 in vivo,
por tanto era necesario examinar si dicha fosforilacion era directa. Para
realizar el ensayo quinasa in vitro utilizamos las proteinas recombinantes
Ckk2 vy el sustrato Cmk1-K60A (Cmk1KA), que presenta la mutacién en la K60
que tiene como resultado una quinasa cataliticamente inactiva (Rasmussen
2000) pues Cmk1 es capaz de auto-fosforilarse in vitro. También utilizamos
como sustrato la Cmk1-K60A-T192A (Cmk1KATA) la cual ademas de ser
cataliticamente inactiva presenta la T192 mutada a alanina. La T192 es la
homodloga a la T177 de la CAMKI humana que es fosforilada por la CAMKK.
Como observamos en la Figura 21, Ckk2 es capaz de fosforilar a Cmk1 in vitro
y dicha fosforilacién se ve fuertemente disminuida en el mutante no-
fosforilable Cmk1KATA, sugiriendo que asi como la CAMKK fosforila a CAMKI
en la T177, la quinasa Ckk2 fosforila a Cmk1 en la T192. También pudimos
determinar que la actividad de Ckk2 depende de Ca’ y CaM; pues en
presencia de EGTA desaparece la fosforilacién de Cmk1KA (Figura 21).

Como parte de la caracterizacion de la actividad quinasa realizamos
ensayos con la quinasa recombinante Ckk2 y el sustrato general de quinasas
MBP (myelin basic protein). Observamos que Ckk2 se auto-fosforila in vitro y
que esta auto-fosforilacion es mas intensa en ausencia de Ca’*y CaM, pues
afiadirle dichos compuestos la banda desaparece, de la misma manera que
en presencia de EGTA. Ademds observamos que la fosforilacién del sustrato
MBP es muy tenue ya sea con o sin Ca** y CaM, indicando la especificad de
nuestra quinasa Ckk2 sobre el sustrato Cmk1 (Figura 22).
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Ckk2 + + + + + +
CaM + + + + + +
Cmk1 KA - + - - + -
Cmk1 KATA - - + - - +
Ca2+ + + + - -
EGTA - - - + + +
Auto radiografia
Ckk2 —>
Cmkl —> —
Coomassie blue
Ckk2 —>
Cmkl —> —— o — -

FIGURA 21. Ckk2 Fosforila a Cmk1 in vitro. La quinasa Ckk2 y los sustratos
cataliticamente inactivo Cmk1KA y el no fosforilable Cmk1KATA fueron
expresados en E. coli y se incubaron en presencia de CaM y Ca™, 0 EGTA
como control de la reaccion.
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Ckk2 + 0+ o+ o+ o+ o+ + +
CaM - + + - + + - +
MBP - - - + + + - - +
Ca2+ - + + - + + - - -
EGTA - + - - - - + + +

Auto radiografia
Ckk2 —> " . "

MBP —>

Coomassie blue

Ckk2 =——>

MBP =——>
CaM =—>

FIGURA 22. Ckk2 no fosforila al sustrato MBP. La quinasa Ckk2 y el sustrato
universal MBP se incubaron en presencia de CaM vy Cab, o EGTA como
control de la reaccién.



2. Respuesta del mutante Acck2 frente a diferentes
tipos de estrés y condiciones celulares

Con el fin de caracterizar en mayor profundidad la quinasa Ckk2 y
averiguar si presenta otras funciones ademds de la descrita en repuesta a
calcio (Cisneros-Barroso et al. 2014), analizamos la respuesta del mutante
Acck?2 frente a distintos tipos de estrés y condiciones celulares.

2.1 Respuesta del mutante Ackk2 frente a agentes y drogas
que afectan las funciones celulares

Las alteraciones en el crecimiento observadas en respuesta a una
condicion  particular implican que la proteina delecionada esta
potencialmente involucrada en la mediacidn de las sefiales que tienen lugar
en la respuesta celular frente al factor de estrés en cuestién. Por lo tanto, se
evalud el crecimiento del mutante Ackk2 en presencia de diferentes tipos de
estrés que comprometen la mayoria de las funciones celulares. Para ello, el
medio YES fue suplementado con agentes que causan estrés salino (KCl,
NaCl), agentes osmoticos (sorbitol), agentes oxidantes (perdxido de
hidrégeno), agentes que inhiben la replicacion del DNA (hidroxiurea: HU),
agentes que causan dafio al DNA (camptotecina: CPT), agentes
despolimerizadores de microtubulos (tiabendazol, TBZ), inhibidores de la
polimerizacién de actina (latrunculina B, LatB), agentes que dafian la pared y
membranas (calcofluor, SDS).

TBZ 17,5 ug/ml

wt
Ackk2

Calcofluor 500 ug/ml LatB 2 uM

wt
Ackk2

FIGURA 23. Ensayo de viabilidad en placa de la delecién de ckk2. Se
hicieron diluciones seriadas de los cultivos exponenciales de las cepas wt
y Ackk2, se sembraron en placas de YES con diferentes tratamientos. Se
dejaron crecer de 48 - 72 h.
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Encontramos que la delecién de ckk2 comprometia ligeramente la
viabilidad en presencia del agente depolimerizador de microtibulos TBZ.
También se observd que el mutante Ackk2 era sensible Latrunculina, y por el
contrario resistente a altas concentraciones de calcofluor (Figura 23).

2.2 Ckk2 vy la respuesta a deprivacion por nutrientes

2.2.1 Respuesta del mutante Ackk2 frente a deprivacion de glucosa
(EMM-G)

Trabajos anteriores han determinado la importancia de la CAMKK
Sspl en S. pombe (Hanyu et al. 2009), en condiciones de deprivacion de
glucosa. El mutante delecionado del gen de sspl detiene su crecimiento a
concentraciones de 0.1% de glucosa en el medio. Para analizar si Ckk2, asi
como Sspl, es susceptible al crecimiento en condiciones deficientes de
glucosa decidimos hacer un ensayo a diferentes concentraciones de glucosa
(0.02%, 0.1% y 2%) y observar la viabilidad de las células wild type, Ackk2 y
Asspl.

w

Glucosa 2% Glucosa 0,2%

5 -
3
34 2
o *
o
5 2
£ -

0 + . . . . ) 0 . ; : : 5 .

1 2 H%rasEM‘}VI 5 6

Horas EMM-G
Glucosa 0,02%
Glucosa 0,1%

Asspl
1 == Ackk2
Nt -

0

2 3 4
Horas EMM-G 1 2 3 Horas EﬁIIM-G 5 6
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Incremento # de cel.

o
- 4
v

FIGURA 24. Ckk2 no es indispensable para el crecimiento celular en condiciones de
deprivacion por glucosa. Las cepas wild type, Ackk2 y Asppl fueron crecidas en medio
EMM conteniendo 2%, 0.1% y 0.02% de glucosa a 26°C, y se midid el incremento en el
numero de células.



Como observamos en la Figura 24 el crecimiento de la cepa Ackk2
sigue la misma pauta que la cepa wild type en las distintas concentraciones
de glucosa, a diferencia de Asspl cuyo crecimiento se detiene a 0.1%, tal
como ha sido descrito anteriormente (Hanyu et al. 2009). En la Figura 25 se
puede observar con mas detalle el crecimiento de las cepas wild type y
Ackk2 en tiempos mas prolongados, encontramos que ambas cepas tienen el
mismo comportamiento; es decir que a pesar de la deficiencia en glucosa
son capaces de crecer.

== wt
== Dckk2

Ratio Incremento # de cel.
iy
1

O T T T T 1
0 6 24 48 72

Horas en EMM-G

FIGURA 25. El crecimiento del mutante Ackk2 es semejante al de la cepa
wild type en medio bajo en glucosa. Las cepas wild type, Ackk2 fueron
crecidas en medio EMM conteniendo 0.1% de glucosa a 26°C, y se midié el
incremento en el nimero de células.

Analisis del fenotipo del mutante Ackk2 en EMM-G

A pesar de que las células Ackk2 presentaran un crecimiento similar
a las células normales, decidimos observar el fenotipo del mutante Ackk2 en
deprivacién por glucosa. Realizamos un seguimiento en el tiempo de cultivos
en medio minimo (EMM) a 0.1% de glucosa tanto de las cepas wild type y
Ackk2 a 4, 8, 12 y 24 horas, medimos el nimero de células, el indice de
septacién y observamos las células con la tincién de calcofluor. En la Figura
26 se observa que el comportamiento de la cepa Ackk2, como ya habiamos
visto en el experimento anterior, es muy semejante a la cepa wild type en
cuanto al aumento en el ndmero de células a lo largo del tiempo. Sin
embargo observamos un aumento en el indice de septaciéon entre las 4y 12
horas en deprivacion en la cepa Ackk2que no existe en la cepa wild type.
Después de 24 horas alcanza el mismo valor que las células wild type; podria
indicarnos que el mutante Ackk2 tiene un defecto en la citocinesis que
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ocasione un retraso en el proceso de divisién celular ocasionando un
incremento en el indice de septacién. También cabe destacar que los septos
no presentan la misma morfologia en las dos cepas.

wild type

Horas EMM-G 0 4 8 12 24 48

I.S. 145 124 52 6 0 O
3 10
g s
z
72 ‘U 4 8 12 24 48
HORAS
12 h
Ackk2
S
2h §m \/ \\
0 4 8 12 24 48
HORAS
0 4 8 12 24 48
48 h 12 73 15 143 2 2

FIGURA 26. La células Ackk2 muestran un aumento en el indice de septacion a
diferencia de las células wild type. Cultivos exponenciales fueron colocados en
medio EMM conteniendo 0.1% de glucosa a 26°C, y se midié el indice de

septacion.



Expresion de Ckk2 en condiciones de deprivacion por glucosa

Decidimos analizar que sucede con la proteina en las condiciones de
deprivacién por glucosa. Para ello La cepa Ckk2-HA fue crecida en medio
minimo EMM vy luego transferida un medio con bajos niveles de glucosa
EMM-G (Glucosa 0,1%) y cogimos muestras a 4, 8, 12, 24 y 48 horas, y se
realizé el western blot. Como se puede observar en la Figura 27 los niveles
de Ckk2 aumentan en respuesta a deprivacion por glucosa 4 horas después
de hacer el cambio de medio. Este incremento se mantiene progresivamente
hasta las 24 horas momento en el que se aprecia una banda de movilidad
electroforética retardada (10 kDa aproximadamente) que aumenta hasta las
48 horas.

wt

0 4 8 12 24 48 Horas EMM-G

P — k Ckk2

——— — o ——

—— e ()

FIGURA 27. La expresion de Ckk2 estd regulada positivamente en condiciones de
deprivacion por glucosa. El cultivo exponencial de la cepa ckk2-HA se crecié en
medio EMM-G y se cogieron muestras a los tiempos indicados. Se realizo el
western blot anti HA para la proteina Ckk2 y anti-PSTAIR para el control de carga
Cdc2.
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2.2.2 Respuesta del mutante Ackk2 frente a deprivacién de nitrégeno
(EMM-N)

La funcion de las CAMKK en mamiferos estd relacionada con la
respuesta al AMPc, y la captacion de glucosa. Quisimos saber si, asi como
Sspl era importante para el crecimiento en condiciones de deprivaciéon por
glucosa, esta otra CAMKK de S. pombe podria estar implicada en la respuesta
a estrés de nitrégeno.

Para determinar si Ckk2 es indispensable para el crecimiento en
deprivacién de nitrégeno hicimos un ensayo como al de estrés por glucosa,
pero a diferencia el medio que se utiliza es completamente libre de
nitrogeno (EMM-N). En la Figura 28 podemos observar el crecimiento de
ambos tipos celulares, los ratios del incremento de niumero de células se
comportan de manera semejante, aunque es posible observar que las
células delecionadas para ckk2 son ligeramente mds bajos en comparacién al
wild type.

2,5

15
== wt

1 == Ackk2

Ratio Incremento # cel.

0,5 A

0 T T T )
0 6 16 24 48
Horas EMM-N

FIGURA 28. El crecimiento del mutante Ackk2 es semejante al de la cepa wild type
aungue es ligeramente menor a lo largo del tiempo. Las cepas wild type y Ackk2
fueron crecidas en medio EMM vy luego transferidas a medio EMM-N a 26°C, se
midié el incremento en el numero de células.

Analisis del fenotipo de las células Ackk2 en medio deficiente en
nitrégeno

Al observar que hay una ligera diferencia en el crecimiento
decidimos observar el fenotipo del mutante Ackk2 en condiciones de



deprivacién de nitrégeno a través de la tincién con calcofluor y ademas
medimos el indice de septaciéon. Como podemos observar en la Figura 29 el
mutante Ackk2 presenta un elevado indice de septacion en deprivacién de
nitrégeno. Es apreciable la gran diferencia en el indice de septacion, a partir
de las 24 horas la cepa Ackk2 alcanza un valor de 26110 mientras que la
cepa wild type tiene un valor de O (Figura 30).

wild type Ackk2

wild type
Horas —N 0 6 16 24 48
IS 10,6 6,9 3,1 1,7 1,3
15
:5 ~E—-wt
élo
- 0 +
0 6 16 24 48
HORAS EMM-N
Ackk2

== Ackk2

indice de Septacién
N
3

16 24 48
HORAS EMM-N

Horas =N 0 6 16 24 48
IS 13,6 24,5 17,7 26,7 26,2

FIGURA 29. El mutante Ackk2 presenta un alto indice de septacion en condiciones
de deprivacién por nitrégeno. Cultivos exponenciales de las cepas wild type y
Ackk2 fueron colocados en medio EMM-N e incubados a 26°C, se recogieron
puntos a las horas indicadas.
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FIGURA 30. El mutante Ackk2 presenta un alto indice de septacién en condiciones
de deprivacion por nitréogeno. Los valores son estadisticamente significativos (p
value<0.001).

Expresion de ckk2 en condiciones de deprivacion de nitrégeno

Dado el elevado indice de septacion que presenta el mutante
delecionada para el gen decidimos analizar la expresion de ckk2 en
condiciones de deprivacion de nitrégeno. La cepa wild type fue crecida en
medio EMM vy luego transferida a un medio sin nitrégeno (EMM-N). Se
tomaron muestras a los tiempos 0, 6, 16 y 24 horas. En la Figura 31A
observamos que los niveles de RNA mensajero de ckk2 aumentan a partir de
las 6 horas de deprivacién de nitrégeno y se mantiene casi constante desde
las 16 horas hasta las 24 horas, las diferencias a nivel de expresién entre el
punto cero y las 24 horas se observa en la figura 39B siendo
estadisticamente significativo (p value <0.05).

A B
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FIGURA 31. La expresién de ckk2 estd regulada positivamente a nivel
transcripcional en condiciones de deprivacién de Nitrégeno. El cultivo exponencial
fue colocado en medio EMM-N y se tomaron muestras a las 0, 6, 16, y 24 horas.
(a) Incremento en los niveles de mRNA de ckk2. (b) Niveles de mRNA de ckk2 a las
0y 24 horas en EMM-N.



Al observar estos resultados decidimos analizar también el nivel
proteico de Ckk2. Para ello La cepa Ckk2-HA fue crecida en medio minimo
EMM vy luego transferida un medio con bajos niveles de glucosa EMM-G
(Glucosa 0,1%) y cogimos muestras a 4, 8, 12, 24, 48 y 72 horas; y se realizd
el western blot. Encontramos que el aumento transcripcional se encuentra
reflejado en un aumento a nivel proteico; el nivel de proteina aumenta a
partir de las 6 horas de igual manera que lo hace el RNAm, y se observa un
mayor incremento proteina a partir de las 16 horas. Asi como en deprivacién
de glucosa observamos una banda de movilidad electroforética retardada
(10 kDa aproximadamente) que aumenta a partir de las 16 horas (Figura 32).

wt

0 6 16 24 8 72 Horas EMM-N

4_4_

L e, o oS, N S,

————

FIGURA 32. Los niveles de Ckk2 incrementan en condiciones de deprivacién de
nitrégeno. El cultivo exponencial fue colocado en medio EMM-N y se tomaron

muestras a las 0, 6, 16, 24, 48 y 72 horas. El western blot se realizé con
anticuerpo anti-HA para detectar Ckk2 y anti-PSTAIR para el control de
carga Cdc2.

2.3 Estudio de la modificacion post-traduccional de Ckk2 en
condiciones de deprivacion de nutrientes

Tanto en las condiciones de deprivacién por glucosa y nitrégeno
observamos que la proteina Ckk2 sufre una modificacién post-traduccional,
encontrando una banda de movilidad electroforética retardada
aproximadamente unos 10 kDa arriba (Figuras 27 y 32); debido al aumento
en el tamafio de la proteina, pensamos que se podria tratar de una
modificacién por ubiquitina o por sumo (Pmt3 en S. pombe). La modificaciéon
por ubiquitina la descartamos después de obtener resultados negativos
utilizando diferentes anticuerpos anti-ubiquitina (datos no mostrados). Por
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tanto nos centramos en la modificacion por sumo. Examinamos la secuencia
de Ckk2 a través de programas informaticos como SUMOPLOT, JASSA y See
SUMO; encontramos que la lisina K202 es un aminoacido candidato de ser
sumoilado y con una alta probabilidad. Las lisinas K69 y la K251 también
podrian ser candidatos aunque presentan baja probabilidad de ser
sumoilados (Figura 33). El programa GPS-SUMO destaca ademds un motivo
de interaccion con Sumo (sumo interaction motif) en la secuencia 267-LIVYA-
271, adyacente a la K202, aunque otros programas no lo determinan como
tal. Cabe mencionar que segun el alineamiento de secuencias con proteinas
homologas de mamiferos esta lisina se encuentra bastante conservada
aunque en este caso se ha descrito como un sitio probable de modificacion
por ubiquitina.

Position Sequence Best
K PS Type PSd |DB Hit Type PSi |DB Hit

K43 EGPLLKQYRLKNMLGYGACST [N None None| 1 None None| 1
K69 DVSTNIEYAIKEFKKTISLRRR|N None None None None| 2
K72 TNIEYAIKEFKKTSLRRREKF | Low l|None None 3 None Low 1
K73 NIEYATIKEFKKTSLRRREKFR|N None None None None| 3
K202 HGKGVIHRDIKPDNILFKENN| Low Low Low | 10
K251 MAPELFDNELKKIKGKPLDIW| Low ||None None| 1 None Low 3
K292 ILDMINVIKGKSLMIPAYCNS|N None None| 1 None None| 1
K306 IPAYCNSDLRKLLERCLEKNP|N None None| 3 None None

FIGURA 33. Ckk2 tiene la secuencia consenso en la K202 de la modificacion por
SUMO segun el programa JASSA (Beauclair et al. 2015). La primera columna de la
grafica muestra las lisinas de Ckk2, la segunda la secuencia que incluye la lisina 'y
a continuacién el grado de consenso con las secuencias de sumoilacién definidas
tedricamente.

2.3.1 Expresion de Ckk2 en una cepa delecionada para el gen que
codifica sumo

Dada a la alta probabilidad de que la proteina Ckk2 sea modificada por
sumo (Pmt3) segun los programas informaticos, decidimos realizar el
seguimiento de la proteina en la cepa Apmt3 en deprivacién de nitrégeno.
Como observamos en la Figura 34 la banda de Ckk2 que aparece en
condiciones de deprivacién por nitrégeno a partir de aproximadamente las
16 horas se encuentra ausente en la cepa Apmt3. Esto nos indica que la



modificacién post-traduccional de Ckk2 en condiciones de deprivaciéon por
nutrientes es una sumoilacion.

wt Apmt3
0 16 24 0 16 24 Horas EMM-N
E— . : <€— Ckk2-sumo
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FIGURA 34. Expresién de Ckk2 en el mutante Apmt3. Los cultivos exponenciales de
las cepas wild type y Apmt3 fueron colocados en medio EMM-N y se tomaron
muestras a las 0, 16 y 24 horas El western blot se realizd con anticuerpo anti-HA
para detectar Ckk2 (Ckk2 y Ckk2-sumo) y anti-PSTAIR para el control de carga
Cdc2.

2.4 Posibles Reguladores de Ckk2

En la literatura estd descrito que las proteinas GSK3, PKA y CDKS5, y
CK regulan la CAMKK (Racioppi & Means 2012), por tanto decidimos
observar que sucedia con los mutantes de las proteinas homdlogas en S.
pombe.

2.4.1 Proteina quinasa GSK3

Estd descrita como la homologa de la GSK3 (glycogen synthase
kinase) en mamiferos, Gsk3 no es esencial en S. pombe y estd implicada en la
regulacién de la mitosis y la segregaciéon cromosémica. La proteina GSK3
humana fosforila a la CAMKK2 en el extremo N-terminal en las S129, S133 y
S137, estas fosforilaciones son importantes para la actividad autonoma de la
CAMKK2. Si bien este extremo no se encuentra conservado en la Ckk2
quisimos observar que sucedia con la doble mutacién, es decir si la doble
mutacion tenia algun efecto sobre el indice de septacidon en el mutante
Ackk2. Para este estudio utilizamos las cepas Agsk3, Ackk2, wild type y el
doble mutante Agsk3 Ackk2. Los cultivo exponenciales de las cepas fueron
crecidos en medio minimo, y se transfirieron a un medio EMM-N, a
continuacion medimos los mismos parametros que hemos utilizado hasta el
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momento, el nimero de células y el indice de septacidon. En la figura 35A
podemos observar que el incremento en el nimero de células no cambia en
el doble mutante con respecto al simple mutante Ackk2, por el contrario el
indice de septacion tiene un valor intermedio, es decir no es tan alto como el
del mutante Ackk2 pero tampoco como el del mutante Agsk3 (Figura 35B).
Ademas el fenotipo de las células del doble mutante son ligeramente mas
grandes que los mutantes simples en condiciones de EMM-N; siendo mas
alargadas con respecto a los simples mutantes y la cepa wild type (Figura
35C). En el andlisis de la proteina Ckk2 a través del western blot no
observamos diferencias entre la cepa wild type y Agsk3 (Figura 35D).
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FIGURA 35. Analisis de Gsk3 como posible regulador de Ckk2. Los cultivos fueron
crecidos en medio minimo EMM vy transferidos a un medio EMM-N. (a) Ratio del
incremento en el nimero de células. (b) indice de Septacién. (c) Tincién en
calcofluor de las cepas wt, Ackk2, Agsk3 y Agsk3 Ackk2 y porcentajes de
septacion (d) Andlisis de la expresiéon de Ckk2 en una cepa wild type y Agsk3
mediante western blot con anti-HA para detectar Ckk2 y anti-PSTAIR para el
control de carga Cdc2.



2.4.2 Subunidad catalitica de la proteina quinasa dependiente del
AMPc, Pkal

Ademas de la proteina Gsk3, Pkal también estd implicada en la
fosforilacion de la CAMKK2 en las S129, S133 y S137. Pkal de S. pombe estd
implicada en la respuesta a los cambios de glucosa en el medio. Pues
controla la represion transcripcional de genes de respuesta a deprivaciéon de
glucosa, por otra parte esta descrito que el mutante Apkal es viable en
deprivacién por nitrogeno y presenta un indice de septacién bajo en estas
condiciones. Por tanto decidimos observar los pardmetros de indice de
septacién, nimero de células y fenotipo de los mutantes Apkal, Apkal
Ackk2 en condiciones de deprivacién de nitrégeno.
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FIGURA 36. Analisis de Pkal como posible regulador de Ckk2. Los cultivos fueron
crecidos en medio minimo EMM vy transferidos a un medio EMM-N. (a) Ratio del
incremento en el nimero de células. (b) indice de Septacién. (c) Tincién en
calcofluor de las cepas wt, Ackk2, Apkal y Apkal Ackk2 vy porcentajes de
septacion (d) Anélisis de la expresiond e Ckk2 en una cepa wild type y Agsk3
mediante western blot con anti-HA para detectar Ckk2 y anti-PSTAIR para el
control de carga Cdc2.
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En la figura 36A observamos que el incremento en el nimero de
células, tanto los mutantes simples como el doble, es més bajo con respecto
al wild type. El indice de septacién del mutante simple Apkal es semejante
al de la cepa wild type (Figura 36B), mostrando un indice de septacion de
1%, mientras que el doble mutante Apkal Ackk2 muestra un valor
intermedio con respecto a los mutantes simples. El fenotipo de las células
del doble mutante es semejante al mutante simple Apkal (figura 36C). Al
analizar la proteina Ckk2 en la cepa Apkal observamos que la banda
correspondiente a la sumoilacion de Ckk2 estd presente desde el punto cero
(figura 36D).

2.43 Proteina quinasa Hhpl

Homologa a la Caseina Quinasa | (CKl) de mamiferos, y estd implicada en
el proceso de reparacion del ADN.El mutante Ahhpl presenta una
morfologia alargada y ademas un indice de septacién incrementado en
condiciones de deprivacién de nitrogeno por ello decidimos observar que
sucede con el doble mutante Ahhpl Ackk2. Los cultivos exponenciales de las
cepas Ahhpl, Ackk2 y Ahhpl Ackk2 fueron crecidos en medio EMM vy
transferidos a EMM-N. Se midié el incremento en el nimero de células y el
indice de septacion. En la Figura 37A observamos que el crecimiento de las
cepas mutantes es ligeramente menor que la cepa wild type. En la figura 378
se observa que el indice de septacion del mutante Ahhpl es mas alto que la
cepa wild type aungue no alcanza el valor que el de la cepa Ackk2; ademas
observamos células alargadas 24 horas después de ser transferidas a un
medio deficiente en nitrogeno y ademas no consiguen reducir el tamafio
celular(Figura 37C); el indice de septacion es de 11% v, el doble mutante de
11.5% (Figura 37B), hay que mencionar que en el doble mutante Ahhpl
Ackk2 se observan células con dos o 3 septos caracteristica no observada en
el simple mutante Ackk2. De la figura 37D podemos decir que no hay
diferencias apreciables en cuanto a la cantidad de proteina, si bien los
western no son comparables debido a la diferencia en el control de carga se
puede pensar que no existe diferencia a nivel proteico en la cepa Ahhpl con
respecto a la cepa wild type .



C

>

N

T mwt

W Ackk2

Ratio incremento # cel.
[
o w - w N w w

Ahhp1
0, M Ackk2Ahhp1
24 h EMM-N
Ahhp1 Ackk2Ahhp1
11% 11,5%
B 20
~:
'g 15
8 mwt
[-3
§ 10 B Ackk2
s Ahhp1
3 5
£ W Ackk2Ahhp1
0
24 horas EMM-N
wt Ahhp1
D 0 16 24 0 6 16 48 HORAS EMM-N
~ -
e
- Tm = . - ; CKK2
P d S—— b -

B a0 rerogy < D2

FIGURA 37. Anadlisis de Hhpl como posible regulador de Ckk2. Cultivos
exponenciales fueron crecidos en medio minimo EMM vy transferidos a un medio
EMM-N. (a) Ratio del incremento en el nimero de células. (b) indice de
Septacién. (c) Tincidn en calcofluor de las cepas wt, Ackk2, Ahhply Ahhpl Ackk2
y porcentajes de septacién (d) Analisis de la expresion de Ckk2 en una cepa wild
type y Agsk3 mediante western blot con anti-HA para detectar Ckk2 y anti-
PSTAIR para el control de carga Cdc2.

2.5 Ckk2y el inhibidor de Calcineurina FK506

Complementario al estudio de sensibilidades y dado que
calcineurina ha sido implicada en la citocinesis (Yoshida et al. 1994) v,
ademas, hemos descrito que Ckk2 regula negativamente el eje calcineurina-
Prz1 (Cisneros-Barroso et al. 2014), quisimos observar que sucedia con el
mutante Ackk2 cuando se le afiade el inhibidor de calcineurina. Para ello los
cultivos exponenciales de la cepa wild type y Ackk2 fueron crecido en medio
rico hasta alcanzar una OD de 0.3 y agregamos FK506 a una concentracién
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de 5ug/ml. Evaluamos el indice de septacion y el nimero de célulasa las 3y
6 horas. En la Figura 38A podemos observar que la viabilidad del mutante
Ackk2 se encuentra comprometida frente al inhibidor de calcineurina FK506
y en la figura 38B observamos que el incremento en el nimero de células
también estd afectado en el mutante Ackk2 en presencia del inhibidor, en
cambio la cepa wild type es capaz de crecer casi normalmente en presencia
de la droga. El indice de septacién del mutante Ackk2 se encuentra
incrementado, a diferencia de la cepa wild type, alcanzando unos valores de
hasta 60% (Figura 38C). Calcineurina ha sido implicada en la citocinesis,
nosotros encontramos que la droga inhibidora de calcineurina retrasa la
citocinesis en la cepa Ackk2 simulando el fenotipo que observamos en
condiciones de deprivacion de nutrientes pero en crecimiento exponencial.
Ademas es posible observar células alargadas y algunas de ellas, en un
porcentaje muy bajo, presentan 2 oincluso 3 septos (Figura 38D).
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FIGURA 38. Inhibicidn de calcineurina en cepas wild type y Ackk2. Cultivos de las
cepas wild type y Ackk2 fueron crecidos en medio rico hasta alcanzar una OD de
0.3 (A) Ensayo de viabilidad en placa. (B) A los cultivos liquidos se le afiadié
FK506 5ug/ml y se cogieron puntos a las 3 y 6 horas para medir el incremento
en el nimero de células. (c) Indice de Septacién. (D) Tincién en calcofluor a las
6 horas.



3. Identificacién de Nuevos Sustratos de la quinasa
Ckk2

3.1 Ildentificacion de sustratos de la quinasa Ckk2 en
respuesta a Ca?

Con la finalidad de determinar si Ckk2 tenia otros sustratos ademas
de Cmk1 decidimos realizar un anélisis de fosfo-péptidos en estrés por Ca**.
Para ello crecimos las cepas wild type y la cepa delecionada para ckk2 en
medio rico y agregamos Ca’" (CaCl, 100mM). Los extractos proteicos fueron
digeridos y pasaron por un proceso de enriquecimiento de fosfopéptidos,
luego se analizaron por espectrometria de masas (Plataforma de
Protedmica- Parc Cientific). A partir de la informacién obtenida desde
protedmica, hicimos un andlisis de los péptidos que se encontraban
fosforilados en la cepa wild type y no lo estaban en el mutante Ackk2 (Figura
39, Tabla A en anexos). Encontramos que los genes que regulan el ciclo
celular estan ampliamente representados (26%) y tal como se esperaba de la
respuesta a Ca’’, se activan cascadas de sefalizacion (16%). También
encontramos proteinas implicadas en la organizacién del citoesqueleto
(14%), regulacién de la transcripcidn (13%), regulacion de la transduccion de
sefiales de la via de Ras (12%), regulacidon de la biogénesis de componentes
celulares (1%), y también proteinas de respuesta a estimulos abidticos y de
respuesta a sustancias inorganicas (2% cada una de ellas).

 Ciclo celular

Proceso bi0|6gico M Cascadas de sefializacion

intracelular
M Organizacion del citoesqueleto

1% 2% 2%

M Regulacion de la Transcripcién,
dependiente del ADN
M Transporte mediado por Vesiculas

u Regulacion de la Transduccion de
sefiales de Ras

i Regulacién de la biogénesis de
Componentes Celulares

M Respuesta a estimulos abiéticos

L Respuesta a sustancias inorgénicas

FIGURA 39. Ckk2 estd implicada en la sefializacién de numerosos procesos
celulares. Cultivos de las cepas wt y Ackk2 fueron tratadas con CaCl, Las muestras
pasaron por un enriguecimiento de fosfopéptidos y fueron analizadas por
espectrometria de masas. Las proteinas fosforiladas dependientes de Ckk2 se
clasificaron a través de Gene ontology, andlisis realizado con el programa DAVID.
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El analisis se realizd también para determinar la ubicacion celular de
las proteinas enriquecidas en nuestra muestra. Observamos que un 54% de
las proteinas se encuentran en estructuras celulares no envueltas por
membrana, esto quiere decir estructuras citoplasmaticas, complejos
proteicos, etc. Por otra parte un grupo bastante representativo se encuentra
en el lugar de divisidn celular 34%, ademas encontramos un 5% de proteinas
ubicadas en la cara interna de la membrana, y del complejo de
remodelamiento de la cromatina. Un 1% se encuentra en los polos de
crecimiento (Figura 40).

Componente celular H Organelas no unidas a la

1% membrana

M Lugar de division celular

W Cara interna de la Membrana
Plasmatica

H Complejo de
Remodelamiento de la
Cromatina

M Lugar de Crecimiento
Polarizado

FIGURA 40. La funcién de Ckk2 modifica proteinas que conforman
estructuras dentro de la célula y del lugar de division celular.
Clasificacion por localizacién celular, andlisis realizado con el
programa DAVID.

3.1.1 Respuesta a Ca**de los posibles sustratos de Ckk2

Dado que los péptidos analizados por espectrometria de masas fueron
encontrados en condiciones de estrés por Ca**, decidimos hacer un ensayo
de sensibilidad al ion con mutantes de algunas de las proteinas identificadas,
en especial las que estan implicadas en la organizacion del citoesqueleto,
citocinesis y crecimiento polarizado (Tea4, Kinl, Rgf2, Myo2, Tipl, Parl,
Klp6, Gef2, Mid2, Mod5, Mok12), sefializacién celular (Rgab, Gyp51, Pzhl,
Pli1, Cgsl, Fabl, Sck2, Aspl, Gsk3, Hhpl, Pkal, Sec72, Cta3) o que estén
implicadas en la respuesta a calcio (Cta3) y nitrégeno (Oca2). Como
observamos en la figura 41 el mutante Apzhl presenta resistencia al calcio
de forma similar a Ackk2; y los mutantes Atea4, Atipl, Akinl y Apkal
mostraron viabilidad semejante a la cepa wild type en presencia de calcio. El
resto de mutantes son mas resistentes que la cepa wild type pero menos
que Ackk?2.



YES CaCl, 30 mM CaCl, 60 mM

wt

Ackk2
Agef2
Aklp6
Arga2
Asck2
Aaspl
Amod5

Amid2
Asec72
Acgsi

Amok12
Agsk3
Ahhp1
Apka

wt
Ackk2
Atead
Acta3
Arga6
Agyp518
Aoca2
Akin1

Apzhl
Argf2

FIGURA 41. Ensayo de viabilidad de posibles sustratos de Ckk2 en estrés
por Ca”. Los cultivos celulares crecieron hasta alcanzar una OD de 0.3 y
luego se hicieron diluciones seriadas y se inocularon en placas, las
placas se incubaron a 30°C 48-72h.
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3.1.2 Respuesta a diferentes estreses y agentes de los mutantes
seleccionados

De todos los posibles sustratos de Ckk2 nos hemos centrado en
aquellos que estén implicados en la regulacion del citoesqueleto debido al
fenotipo que presenta el mutante Ackk2 en los ensayos de viabilidad en
placa frente a agentes como tiabendazol, latrunculina, calcofluor.
Realizamos el ensayo de viabilidad de los sustratos derivados de la actividad
de Ckk2, en la figura 42 se observa las diferentes condiciones. El mutante
Akinl es sensible asi como Ackk2 al agente FK506, ademas a latrunculing,
tiabendazol, y comparten la resistencia a calcofluor; sin embargo la
respuesta a estrés por calcio de estos mutantes es opuesta, mientras Akin1
es sensible el mutante Ackk2 es resistente.

LatB 2uM

TBZ 17,5 ug/ml Calcofluor 500ug/ml

YES
Atead
Atipl
Akinl
Apka
Apzh1l

Calcofluor 500ug/ml TBZ 17,5 ug/ml Lat B 1,5 uM

FK 506 5ug/ml

Ackk2

FK 506 Ca15mM Ca20 mM

Atead
Atipl
Akinl
Apka
Apzhl

FIGURA 42. Ensayo de viabilidad a diferentes estreses de los posibles sustratos
de Ckk2. Diluciones seriadas de los cultivos exponenciales fueron sembrados en
placas de YES con los diferentes tratamientos. Las placas se incubaron 48-72

3.1.3 Ensayo quinasa de los posibles sustratos de Ckk2

A partir de los ensayos ya realizados teniamos multiples candidatos
posibles como dianas de Ckk2, para determinar cudles podrian ser dianas



directas decidimos hacer un ensayo quinasa in vitro. El ensayo fue llevado a
cabo con péptidos sintéticos como sustratos (Figura 43), cuya secuencia se
determind en la espectrometria de masas, y la proteina recombinante Ckk2.
La quinasa v los sustratos fueron incubadas con Ca®*y CaM, dado que hemos
demostrado que la actividad de Ckk2 es dependiente del complejo
Ca’*/CaM, durante 30 minutos a 37°C. Realizamos una cromatografia en
capa fina para poder separar el ATP libre de los péptidos fosforilados. Como
se puede observar en la figura 43 la proteina Ckk2 es capaz de fosforilar a la
fosfatasa Pzh1, la quinasa Gad8, la proteina reguladora de microtubulos
Tip1, la proteina organizadora del anillo contractil Mid2; la quinasa Sid2, y las
proteinas Sts5 y Shk1.

1. Cmk1 25. Kin1-2
2. Control negativo  26. Kinl-3
1 23 45 6 7 8 9 10 11 3. Rgf2-1 27. Kinl-4
- 4. Rgf2-2 28. Tead-1
- s 5. sid2-1 29. Tead-2
6. Sid2-2 30. Tead-3
7. Mid2-1 31. Tead-4
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 s Mid22 3. Peka1
9. Sifl-1 33. Pck2-2
e ' - 10. Sif1-2 34. Pzhi-1
' 11. Oca2 35. Pzhl-2
2728 29 30 32 33 34 35 36 37 38 39 12. End3 36. Cgsl-1
13. Sts5-1 37. Ccgsl-2
- 14. Sts5-2 38. Sck2-1
15. Wspl 39. Sck2-2
16. Shki-1 40. Pofl
40 41 42 43 44 45 46 47 48 17, shida . Pina
18. Alp6-1 42. Pli1-2
L B R " 19. Alp6-2 43. Plot
20. Tipi-1 44. sepl-1
21. Tip1-2 45. Sepl-2
22. Tip1-3 46. Rptl
23. KIp6 47. Gads
24. Kinl1-1 48. Parl

FIGURA 43. Ensayo quinasa in vitro con los péptidos sustratos de Ckk2. Los
péptidos fueron diluidos seguin las indicaciones de manufactura y se realizd
el ensayo quinasa en presencia de ca™ y CaM. En negrita los sustratos que
dieron positivo.

3.2 ldentificacién de sustratos de la quinasa Ckk2 en
deprivacidn de nitréogeno

El aumento a nivel transcripcional y a nivel de proteina en Ckk2 en
condiciones de deprivacién por nutrientes, nos indica que esta proteina
podria cumplir un rol en estas condiciones. Para poder determinar que
funcién desempafia la quinasa Ckk2 decidimos identificar posibles substratos
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mediante dos aproximaciones, el analisis de fosfopéptidos y mediante el
analisis de proteinas relacionadas con Ckk2 y la respuesta a deprivaciéon de
nutrientes.

Analizamos la respuesta a deprivacion de nitréogeno de proteinas
relacionadas con Ckk2 como Cmk1 y Prz1 o Ssp2 sustrato de la CAMKK Ssp1.
De estos mutantes no encontramos ninguno que mostrara el mismo
fenotipo que el mutante Ackk2, todos los mutantes presentaron un indice de
septacién y morfologia como la cepa wild type. Otros mutantes como Appk9,
otra subunidad catalitica de la AMPK en S. pombe y las MAPK Apmk1 y
Aspkl; también fueron analizados y mostraron un fenotipo semejante a las
células wild type (resultado no mostrado).
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FIGURA 44. Cultivos exponenciales de las cepas Acmk1, Assp2, Aprz1 y las cepas
wild type y Ackk2 como controles fueron crecidos en medio EMM vy fueron
transferidos a medio EMM-N. Se tomaron puntos a 0, 6, 16 y 24 horas. (A) indice
de septacioén. (b) Tincion en calcofluor de las mismas cepas a las 24 en EMM-N.



3.2.1 Andlisis de fosfo-péptidos dependientes de Ckk2 en EMM-N

Este experimento fue realizado siguiendo las mismas pautas que en
las condiciones de estrés por calcio. Cultivos celulares de las cepas wild type
y Ackk2 fueron crecidos en EMM vy luego transferidos a medio EMM-N.
Después de 24 horas se cogieron las muestras para el enriquecimiento de
fosfopéptidos. A partir de la informacion obtenida, hicimos un andlisis de los
péptidos que se encontraban fosforilados en la cepa wild type pero no en el
mutante Ackk2 (Figura 45). Encontramos que hay un grupo importante de
proteinas que median el transporte celular (19%), proteinas reguladoras del
ciclo celular (8%), proteinas implicadas en la organizacién del citoesqueleto
(7%), organizacion cromosdmica (6%), proteinas implicadas en la
degradacién dependiente de ubiquitina (6%), regulacién de la transcripcién
(6%), y organizacion o biogénesis de la pared celular (5%). Las proteinas
implicadas en la organizacion del citoesqueleto se encuentran mencionadas
en la tabla 5, este grupo nos parece especialmente interesante debido a su
posible relacién con la modificacién del fenotipo celular en las condiciones
de deprivacién de nitrégeno.

Biological Process B GO:0008152 metabolic process
W GO:0006810 cellular transport
5% 3% m GO:0006464 protein modification process
B G0:1903047 mitotic cell cycle process
6% M GO:0007010 cytoskeleton organization
B GO:0051276 chromosome organization
 GO:0006511~ubiquitin-dependent protein

catabolic process
B G0:0023052 - cell signaling

6%

11 GO:0006351 - regulation of transcription

11% B GO:0071554 - cell wall organization or
biogenesis
FIGURA 45 Clasificacion de las proteinas sustratos de Ckk2 en respuesta a
deprivacion de nitrégeno, segun su funcién en procesos celulares. Los
componentes de cada proceso celular se muestran en los anexos Tabla B.
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Tabla 5. Proteinas implicadas en la regulacién del citoesqueleto, cuya
fosforilacién depende de la actividad de Ckk2 en respuesta a deprivacion
nitrogeno.

G0:0007010 cytoskeleton organization

SPBC1604.20c Kinesin-like protein tea2

SPAC890.02c Microtubule protein alp7

SPBP35G2.05¢  Casein kinase | homolog 2 cki2

SPAC17H9.09¢ GTPase rasl

SPBC800.05¢ alpha-tubulin 2 atb2

SPBC14C8.06 Actin-related protein 2/3 complex subunit 1 arcl
SPCP1E11.02 Protein kinase ppk38

SPCC1020.02 Kinetochore protein scp7

SPCC1919.10c  Myosin-52 myo52

Con respecto a la ubicacion celular de las proteinas cuya
fosforilacion es dependiente de Ckk2; encontramos que las proteinas se
encuentran distribuidas en el citoplasma y/o ndcleo (53%) y encontramos
que algunas tiene ubicaciones mas especificas como; proteinas
componentes de la membrana (14%), proteinas del reticulo endoplasmico
(9%), proteinas que forman parte de la mitocondria (8%), proteinas que
conforman el citoesqueleto (7%), proteinas que se encuentran en los polos
de las células (sitio de crecimiento activo longitudinal de la célula) (5%) y
componentes del aparato de Golgi (5%).

ce" Compartlment B GO:0005829 - cytosol

9 M GO:0005634 - nucleus
5% 5%

M 0:0016021 - integral component of membrane
W G0:0005783 - endoplasmic reticulum

M GO:0005739 - mitochondrion

B GO:0005856 cytoskeleton

m G0:0051286~cell tip

B GO:0005794 - Golgi apparatus

FIGURA 46. Clasificacion de las proteinas reguladas por Ckk2 en respuesta a
deprivacion de nitrégeno, segun su ubicacién celular.



4. Analisis del dominio consenso de fosforilaciéon de las
CAMKK

La familia de las CAMKKs, a pesar de ser quinasas dependientes de
Ca’*/CaM no siguen el consenso de fosforilacion descrito para las CAMKs
(RXXS/T). Sin embargo, el hecho de que se conozcan varios substratos de las
CAMKKs incluido el residuo especifico de fosforilacién permite alinear estas
secuencias y comparar homologias (Wen et al. 2013). Dado que uno de los
objetivos de este trabajo era la identificacion de nuevos substratos de la
CAMKK, Ckk2, nos planteamos analizar los substratos ya conocidos de las
CAMKKs tanto humanas como de levadura para definir un posible consenso
de fosforilacién y comprobar si estd presente en los substratos identificados.

4.1 Dominio consenso de fosforilaciéon por CAMKKs a partir
de los sustratos conocidos

Alineamos las secuencias de los sustratos conocidos de CAMKKs
tanto de mamiferos como de S. pombe, como son la CAMKIV, CAMKI, AMPK
y, Cmk1, Spp2 y Ppk9. Al realizar el alineamiento de los sitios de fosforilacién
de las proteinas (figura 47) encontramos la siguiente secuencia
OLXTXCG[T/SIPXY, donde la T fosforilada por las CAMKKs se encuentra
después de dos aminoacidos hidrofébicos y precede los aminodcidos CG y la
secuencia TP conservada en las quinasas en general. También observamos
que la T fosforilada por las CAMKKs se encuentra dentro del bucle de
activacion de las quinasas (figura 19).

DLETHCG=PEY

CAMEIV HUMAN DFGLSKIVEHQ--VLMKTNVCGTPGYCAPEIL
CAMEI_HUMAN DFGLSKMEDPG--SVLS[TACGTPGYVAPEVL
CMEK1_SCHFD DFGLSHFYEDSQYYMLMTACGTPEYMAPEVF
PPES SCHFO DFGLSNFMLDG--SFLSTECGTPHYAAPEVI
AMPE_HUMAN DFGLSNMMSDG--EFLRTSCGSPNYAAPEVI
S55P2_SCHPO  DFGLSNIMTDG--NFLKTSCGSPNYAAPEVI

Ekokkk . ,|* Hok ok k kkok. .

FIGURA 47. Dominio consenso de fosforilaciéon por CAMKK. Alineamiento de las
secuencias de las quinasas CAMKIV, CAMKI, AMPK humanas y, Cmk1, Spp2 y Ppk9
de S. pombe. Los (*) indican un Unico residuo conservado, los (:) indican residuos de

grupos con caracteristicas muy parecidas y los (.) indican residuos de grupos con
caracteristicas poco similares.
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El bucle de activacién se encuentra entre los subdominios VIl y VIII de las
serina/treonina quinasas. En el subdominio VII de estructura de las quinasas
se encuentra el bucle de union al magnesio y en el subdominio VIII se
encuentra los residuos conservados TP (treonina y prolina).

4.2 Consenso de fosforilacion por Ckk2 en los sustratos
identificados.

Definido el consenso de fosforilacion por CAMKKs analizamos los
sustratos obtenidos de los andlisis de fosfopéptidos para determinar si
poseen dicho consenso. De los sustratos encontramos que al menos 9
poseen una T susceptible de ser fosforilada por CAMKKs, ubicada tres
posiciones por delante de la secuencia TP conservada. Sid2 es la excepcién
pues presenta una S en lugar de la T. La mayoria de ellos también presentan
los residuos CG en posicién +2 de la T de fosforilacion. Observamos que solo
alguna de ellas presenta L en posicién -2, ademas encontramos una tirosina
+7 de la T de fosforilacion en todos los sustratos excepto en Pck2. Es
interesante remarcar que Kinl muestra una mayor homologia del dominio
consenso con Cmk1, un sustrato de Ckk2 bien definido.

Cmki EDS QY YMLMT ACGTPETYM APEWVFR
Hinl LYRRQSRLRT FCGSL YF AAPELLHN
Sck2 NL S VGTTTRT FCGTTDYL APEVI L
Sid2 LS QDPVY AHS VVGSPDYM APEVLRER
Shk1 I DS NMTKZRTT MVGTPE YWMAPEVVT
Cca2 FPFEADIVEATGVVGSEDPYL APETLVW
Fck2 DMWHDNTTAT FCGTPFEFM APEILL
Sckl NLEANATTHNT FCGTTETYL APEWVLL
Gads NMAKTDIDRTHNT FCGTPETYL APELLL
Flo1 LMDDEEREKEMT I CGTPEFNYI APEILTF
Fplki FTEHKPDLF FET SECGEPCY A APELVHN
- ., . v % %

FIGURA 47. Alineamiento de los dominios de activacidn de los posibles sustratos
de Ckk2. Alineamiento de las secuencias de las quinasas Cmk1, Kin1, Sck2, Sid2,
Shk1, Oca2, Pck2, Sckl, Gad8, Plol y Ppkl. Los (*) indican un Unico residuo
conservado, los (:) indican residuos de grupos con caracteristicas muy parecidas.



DISCUSION






1. Ckk2 una nueva quinasa dependiente de calcio y
calmodulina

Como parte de la descripciéon de Ckk2, se realizd el andlisis de la
secuencia de Ckk2, que nos indica que la proteina contiene los dominios
descritos para las quinasas (Hanks et al. 1988), ademads observamos que las
quinasas pertenecientes a la familia de las CaM quinasas contienen la
secuencia consenso [I/VI[I/VIIHRD[I/LJKPXN[I/LIL en el dominio catalitico
(Figura 19). Por otra parte analizando las secuencias de los substratos
identificados hemos detectado que algunos de ellos presentan un dominio
consenso de fosforilacion por CAMKKs; previamente definido a partir de los
substratos de CAMKKs ya descritos. Este dominio contiene la secuencia
OLXTXCG[T/S]PXY. Cabe sefialar que la T susceptible de ser fosforilada se
encuentra en el bucle de activacion, el cual se localiza entre los subdominios
VIl y VIII de las serina/treonina quinasas.

Ademds de la homologia de secuencia con la familia de las CaM
quinasas, quisimos evaluar si Ckk2 es una quinasa dependiente de Ca’* vy
CaM. Como hemos demostrado nuestra proteina interacciona con la
proteina CaM, dicha interaccién estd mediada por calcio puesto que al
afiadir el quelante de calcio (EGTA) se interrumpe la interacciéon. Con
respecto a la actividad de la quinasa es interesante remarcar que la actividad
de Ckk2 es especifica, pues al realizar el ensayo quinasa in vitro con el
sustrato general de quinasas MBP, no observamos fosforilacion (Figura 22);
al contrario de lo que sucede cuando se afiade el sustrato Cmk1, se observa
una fuerte fosforilacién de Cmk1 por Ckk2. Este ensayo in vitro nos permitié
corroborar lo que habiamos visto anteriormente in vivo, que Ckk2 es la
responsable de fosforilar a Cmk1l y que dicha fosforilacién es directa vy
dependiente del complejo Ca’*/CaM. Por tanto Ckk2 es una proteina de
unién a CaM, y ademas su actividad catalitica, es dependiente del complejo
Ca’/CaM, quedando establecido que a diferencia de otras CaM quinasas en
S. pombe Ckk2 es una CaM quinasa no solo por homologia de secuencia sino
también porque su actividad depende del complejo Ca**/CaM.

Estd descrito en la bibliografia que la CAMKK2 presenta un alto nivel
de auto-fosforilacidn in vitro (Tokumitsu et al. 2011; Anderson et al. 1998), a
partir del ensayo quinasa encontramos que Ckk2 también muestra auto-
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fosforilacion in vitro (Figura 22), curiosamente de igual manera que su
homologa en mamiferos; podria indicar algun tipo de actividad auténoma
y/o actividad independiente del complejo Ca**/CaM? En cualquier caso es
dificil de evaluar; pero si es interesante puntualizar que esta auto-
fosforilacion disminuye en presencia de Ca®*y CaM corroborando de manera
indirecta que la quinasa interactla con el complejo; quizds la union del
complejo Ca**/CaM hace que la actividad quinasa sea més especifica hacia
su sustrato o module su actividad de acuerdo a las sefiales en el medio, asi
como sucederia con su homéloga en mamiferos (Racioppi & Means 2012).

2. Ckk2y la viabilidad celular

La delecidon de Ckk2 compromete la viabilidad celular frente a agentes que
desestabilizan el citoesqueleto

Tal como hemos indicado, la respuesta de un mutante a una
condicion  particular implica que la proteina delecionada estd
potencialmente involucrada en la mediacién de las sefiales que tienen lugar
en la respuesta celular frente al factor de estrés en cuestion. Al evaluar el
crecimiento del mutante Ackk2 en presencia de diferentes tipos de estrés
encontramos que la delecidon de ckk2 comprometia la viabilidad frente al
agente despolimerizador de microtubulos Tiabendazol y al agente inhibidor
de la polimerizacién de actina, Latrunculina. La polimerizacion de
microtUbulos esta implicada en los procesos de segregacién cromosémica,
division nuclear y polaridad celular (Chang & Martin 2009; Martin 2009). La
polimerizacién de actina se produce en los sitios de endocitosis que
acompafia el crecimiento polarizado siendo el primer paso para el
establecimiento de la polaridad de la célula y su crecimiento, ademas de la
formacion de la pared celular (Osumi et al. 1998). En general los procesos en
gue participan tanto actina, como microtubulos son el crecimiento, la
morfologia y la polaridad celular en S. pombe (Feierbach et al. 2004). Por
otra parte, la delecion de ckk2 es resistente a altas concentraciones de
calcofluor; el calcofluor se une a los polimeros de B(1,3) y B(1,4) glucano que
conforman la pared celular desorganizdndolos (Nicholas et al. 1994)
resultando toxico para la célula porque interfiere en el ensamblaje de la
pared. Por tanto, nuestros resultados de viabilidad de Ackk2 nos indican que



Ckk2 podria estar implicada en procesos de crecimiento, morfologia o
polaridad celular.

La delecién de Ckk2 en condiciones de deprivacién de nutrientes

La CAMKK Sspl ha sido descrita como esencial para el crecimiento
en condiciones de deprivacién por glucosa (Hanyu et al. 2009), y por tanto
quisimos evaluar si Ckk2 la otra CAMKK en S. pombe es necesaria para la
viabilidad en condiciones de deprivaciéon de nutrientes. Nuestros resultados
nos indican que Ckk2 no es esencial para el crecimiento celular en
condiciones de deprivacién de glucosa, a diferencia de Sspl, la otra CAMKK
(Figura 30). Aunque observamos que la viabilidad celular se encuentra
ligeramente comprometida en condiciones de deprivacion de nitrégeno
(EMM-N) (Figura 33), es decir se observa que el incremento en el nimero de
células a lo largo de las horas es inferior que el incremento observado en la
cepa wild type. Sabemos que las células son viables en ausencia de nitrogeno
y que esta diferencia en el incremento de numero de células no es
estadisticamente significativa, por lo cual concluimos que Ckk2 no es
indispensable para el crecimiento celular en condiciones de estrés de
nutrientes.

3. Ckk2y el Indice de Septacién

Las células delecionadas para ckk2 muestran un incremento en el indice de
septacion en condiciones de deprivacion de nutrientes

A pesar que Ckk2 no es indispensable para la viabilidad celular en
condiciones de deprivacion de glucosa encontramos que la delecién de ckk2
produce un aumento en el indice de septacion en estas condiciones. Entre
las 4 y 12 horas de deprivacion el indice de septacion del mutante Ackk2
aumenta, pero en la cepa wild type disminuye a lo largo del tiempo. Este
aumento en el indice de septacion podria indicarnos un retraso en la division
celular ya que se produce una acumulaciéon de células que entran en
citocinesis durante las 4 y 12 horas de deprivacion, que luego disminuye
porque las células concluyen la citocinesis hasta alcanzar el valor de la cepa
wild type.
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En condiciones de deprivacion nitrogeno (EMM-N) observamos que
la viabilidad celular se encontraba ligeramente comprometida (Figura 33), y
qgue ademds se produce un incremento del indice de septacién (Figura 34), al
igual que en EMM-G. Si bien este incremento en el indice de septacion es
variable durante las primeras horas; a partir de 24 horas en deprivacién de
nitrogeno se establece alrededor de un 25% con una clara diferencia con
respecto a la cepa wild type 1% (p<0,001), diferenciandose de las
condiciones de deprivacién de glucosa donde el indice de septacién
disminuye a lo largo del tiempo. La diferencia en el indice septacion entre las
cepas wt y Ackk2 podria explicar lo que observamos con respecto al
incremento en el nimero celular, donde el mutante Ackk2 muestra un
menor incremento.

Estas observaciones nos sugieren que la proteina Ckk2 podria tener
un rol en la citocinesis. La citocinesis en S. pombe esta dada por la adicidn de
azlcares como 1,3-a-glucanos, 1,3-B-glucanos, 1,6-B-glucanos y un a-
galactomanano componentes de la pared celular (Bush et al. 1974; Grun et
al. 2004, Ishiguro 1998) y la constriccion del anillo contractil (Simanis 1995;
Pelham & Chang 2001; Naqvi et al. 1999). La digestion del septo primario por
enzimas glucanasas, dara lugar a dos células hijas. El trafico vesicular es muy
importante para la formacion del septo y la futura pared celular (Osumi et al.
1998; Simanis 1995). Ckk2 tiene como dianas (directas o indirectas)
componentes del transporte vesicular (Fabl, Sec5, Sec72, Sifl, Vpsi3a,
Yop1, Arcl, Nxt3, etc), asi como proteinas de la sintesis de componentes de
la pared celular (Chr3, Lkh1, Chr4, Chr2, Exg3, Gas5, etc), de las cuales
algunas se encuentran ubicadas en el sitio de divisién celular.

Ckk2 y el inhibidor de Calcineurina

Calcineurina es la homologa de PP2B en mamiferos, en S. pombe
estd conformada por la subunidad catalitica Ppb1 y la subunidad reguladora
Cnb1 (Yoshida et al. 1994; Sio et al. 2005). Calcineurina en la levadura de
fision estd implicada en la sefializacidn por estrés, la homeostasis del calcio,
el trafico intracelular, la polaridad y la divisién celular (Yoshida et al. 1994;
Hirayama et al. 2003; Fujita et al. 2002; Yada et al. 2001; Lu et al. 2002;
Cheng et al. 2002). La droga FK506 se une a la calcineurina activa impidiendo
su funcionalidad (Sio et al. 2005), se ha demostrado que FK506 promueve
defectos en la estructura del anillo contractil durante la mitosis retrasando la



progresion de la mitosis (Cadou et al. 2013). Nosotros hemos observado que
el defecto del mutante Ackk2 en condiciones de deprivacion de nutrientes
(aumento en el indice de septacion), es el mismo que presenta en medio rico
al afiadir la droga FK506. Esto nos podria sugerir que tanto Ckk2, asi como
calcineurina, estaria implicada en la citocinesis o resolucién de la septacion.

En el cribado para encontrar nuevos sustratos de Ckk2,
identificamos la proteina Kinl. La proteina Kinl es una proteina de la familia
PAR1 (Levin & Bishop 1990), implicada en la divisién celular, la polaridad de
la actina y la citocinesis (Busch et al. 2004; Drewes & Nurse 2003; La
Carbona et al. 2004; Carbona & Goff 2006). EIl mutante Akinl presenta
problemas de citocinesis, alcanzando un 40% de indice de septacién en
condiciones de crecimiento exponencial, que se mantiene si las células son
deprivadas (Levin & Bishop 1990); ademas las células son monopolares, por
lo que Kinl podria también estar implicada en el establecimiento de NETO.
Cadou et al. 2013 sugieren que Kinl y calcineurina cooperan para regular la
citocinesis, nuestros resultados muestran que los mutantes Akinl y Ackk2,
ambos son sensibles a la droga FK506. Por tanto si aceptamos que
calcineurina y Kinl son las encargadas de prevenir los fallos en la citocinesis,
es posible Ckk2 tenga alguna funcién en la citocinesis, junto con calcineurina
y la quinasa Kin1.

4. Ckk2 vy la deprivacion de nutrientes

La expresion de Ckk2 estd regulada positivamente en condiciones de
deprivacién de nutrientes

En general, en la respuesta a deprivacion de nitrégeno los niveles
proteicos se encuentre bastante disminuidos; para nuestra sorpresa
encontramos que los niveles proteicos de la quinasa Ckk2 se encuentran
fuertemente incrementados en estas condiciones, también encontramos
que sucede lo mismo en condiciones de deprivacion de glucosa. Este
aumento a nivel proteico es el reflejo de un aumento a nivel transcripcional,
tal como observamos al analizar la expresion génica por Real time PCR
(Figura 36). Nuestra primera sospecha fue pensar que el factor de
transcripcion Przl fuese el responsable de la activacion transcripcional de
ckk2, sin embargo encontramos que la expresién de ckk2 es igual en el
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mutante Aprzl que la cepa wild type (datos no mostrados). Por tanto
descartamos que la expresion de ckk2 estuviera regulada por el factor de
transcripcion Prz1 y nos deja la pregunta abierta sobre cudl es el factor de
transcripcion responsable de regular la expresion de ckk2. Gafl es un factor
de transcripcién responsable de la activacién de genes en respuesta a
deprivacién de nitrégeno (Kim et al. 2012; Laor et al. 2015), por tanto nos
planteamos que quizas este factor de transcripcion del tipo GATA podria
regular la transcripcién de ckk2. Al analizar la secuencia 3’ del gen de ckk2
encontramos sitios de unién GATA; a pesar de esta observacioén, Kim et al.
2012 describen que la transcripcion de ckk2 no es dependiente del factor de
transcripcion Gafl, aunque acorde a nuestros datos, afirman que la
transcripcion de ckk2 estd aumentada en respuesta a deprivacién de
nitrégeno. Recientemente se ha descrito que Gafl cumple un rol clave y
exclusivo en la respuesta temprana a deprivacion de nitrégeno (Laor et al.
2015). Dado que Ckk2 aumenta tanto en deprivacién de glucosa y nitrégeno
pensamos que dificimente este factor de transcripcién podria estar
implicado en la regulacién de ckk2 y que la transcripcidon de ckk2 este bajo el
control de cualquiera de los otros 3 factores de transcripcién de tipo GATA u
otro tipo de factor de transcripcion.

Es interesante plantear que Ckk2 podria estar implicada en la
respuesta deprivacion de nutrientes. De hecho su homdloga en mamiferos la
CAMKK2 forma un complejo con la AMPK, principal encargada de la
homeostasis energética de la célula (Ahn et al. 2012; Hurley 2005). En
condiciones estables ambas se encuentran formando un complejo en el
citoplasma y, cuando se induce un aumento intracelular de calcio la AMPK
inmediatamente es transportada al nucleo y una parte de la CAMKK2
permanece citoplasmatica mientras que otra se localiza a nivel de la
membrana plasmatica donde co-localiza con la actina (Green et al. 2011). En
S. pombe se ha descrito que la AMPK Ssp2 es fosforilada en la T189 por la
CAMKK Sspl, en respuesta a deprivacién tanto de glucosa como de
nitrégeno, y que esta fosforilacidn le permite localizarse en el nicleo donde
activa la acumulacion del factor de transcripcion Stell, activando Ia
respuesta celular ya sea provocando una parada en G; o la conjugacién de la
célula y entrada en meiosis, si hay una célula del sexo opuesto (Valbuena &
Moreno 2012). La funcién de la CAMKK Ssp1, aunque responde tanto a bajas
concentraciones de glucosa como a deprivacién de nitrégeno solo es
esencial para la respuesta a bajas concentraciones de glucosa. Esto nos lleva



a pensar que quizds en respuesta a deprivacién de nitrégeno sea Ckk2 la
CAMKK con mas relevancia, tal como observamos en el alto indice de
septacién que se mantiene en Ackk2 en estas condiciones. Sin embargo,
existen otras posibilidades. Recientemente el trabajo de Davie et al. 2015
muestra un aumento en el nivel de fosforilacién de Ssp2 dependiente de
Ckk2 en deprivacion de nitrégeno. El mismo estudio demuestra que Ckk2 no
fosforila a Ssp2 directamente, y sugieren que Ckk2 podria regular Ssp2 a
través de una fosfatasa; aunque no identifican la fosfatasa. Nosotros hemos
encontrado que la fosfatasa Pzhl se encuentra fosforilada en el analisis de
fosfopéptidos como parte de la identificacién de nuevos sustratos de Ckk2, y
ademas Ckk2 fosforila a Pzh1, in vitro, esta fosfatasa muestra homologia con
las fosfatasas responsables de la regulacion de la AMPK en mamiferos. Por
tanto, es posible pensar que Ckk2 se encargaria de fosforilar y regular a la
fosfatasa Pzh1, quien a su vez regularia los niveles de fosforilacién de la
AMPK Ssp2 en estrés por nitrégeno?

Ckk2 es modificada post-traduccionalmente en respuesta a deprivaciéon de
nutrientes

Nuestros resultados han revelado que Ckk2 es regulada a nivel post-
traduccional. La modificacién se observa discretamente durante las primeras
horas de deprivacién y es totalmente visible a las 24 horas (Figuras 32 y 36).
La modificacion post-traduccional responderia a una estabilizacion de la
proteinas o en el caso inverso, la modificacion permite la estabilizacion de la
proteina. Dado el tipo de modificacion que observamos, un aumento del
peso molecular de Ckk2 de unos 10 kDa aproximadamente, pensamos que
esta modificacion corresponderia a una mono-ubiquitinacién, sin embargo
no pudimos detectar la ubiquitina por lo que descartamos la ubiquitinizacién
de Ckk2 en condiciones de deprivacion de nutrientes. Simultdneamente
pensamos que podria tratarse de una modificacion por sumo, inicialmente
utilizamos diferentes anticuerpos anti sumo, y no obtuvimos ninguna sefial.
Esto podria indicarnos que nuestra proteina no es sumoilada o quizas estos
anticuerpos no reconocen la proteina sumo de S. pombe Pmt3. En la
bibliografia observamos que para detectar Pmt3 se habian desarrollado
anticuerpos especificos para la proteina o se trabajaba con la proteina
marcada con un epitopo (Tanaka et al. 1999; Ho et al. 2001; Xhemalce et al.
2007). Por tanto nos inclinamos a pensar que los anticuerpos que habiamos
utilizado no son capaces de reconocer la proteina Pmt3 y decidimos analizar
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la proteina Ckk2 en un fondo genético donde el gen pmt3 se encuentre
delecionado (Apmt3). Efectivamente de acuerdo a nuestras sospechas la
banda correspondiente a la modificacion post-traduccional de Ckk2
desaparece en el mutante Apmt3. Por tanto Ckk2 es sumoilada en respuesta
a deprivacion de nutrientes (figuras 32 y 36).

Ckk2 es sumoilada en respuesta a deprivacion de nutrientes

Ckk2 es sumoilada en las fases tardia de la respuesta a deprivacion
de nutrientes. Las modificaciones por sumo pueden alterar la actividad de
una proteina regulando positiva o negativamente su interaccion con otras
proteinas, DNA y otras macromoléculas; su localizacién, y/o estabilidad
(Geiss-Friedlander & Melchior 2007). ¢Cudl es el destino de la proteina Ckk2-
sumoilada? Es presumible pensar que la sumoilacion favorezca la estabilidad
de Ckk2, o que la estabilizacién de la proteina favorezca la sumoilacion.
Independientemente de cual sea el mecanismo.

El andlisis de la secuencia proteica de Ckk2 nos indicd una probable
lisina de sumoilacion (Beauclair et al. 2015; Zhao et al. 2014), la K202. La
K202 se encuentra justo después del bucle catalitico de la quinasa; ademas a
través de un alineamiento de secuencia con las CAMKKs de mamiferos esta
lisina se encuentra conservada. En un analisis masivo de identificacion de
proteinas ubiquitinadas en el proteoma humano, se describe que esta lisina
conservada, la K314 de la CAMKK2 es modificada por ubiquitina (Kim et al.
2011). Se ha descrito que en algunos casos sumo y ubiquitina podrian tener
roles opuestos, donde la sumoilacion protege la proteina de degradacién
ocupando la misma lisina necesaria para la degradacién por ubiquitina
(Miteva et al. 2010). Podriamos hablar entonces de un crosstalk de ambas
vias en Ckk2? Actualmente no tenemos resultados que respondan esta
pregunta. Una posible explicacion de la sumoilacién de la proteina Ckk2 seria
que, en condiciones ricas de nutrientes la proteina se requiera a niveles muy
bajos (explicando los niveles observado en los puntos 0), y cuando las
condiciones en el medio cambian se requiera de la funcién de Ckk2, donde la
sumoilacion favorezca su estabilidad y consecuente acumulacién.

La acumulacion de la proteina Ckk2 resulta entonces importante
para el establecimiento de la respuesta a deprivacidon de nutrientes. Sin
embargo no sabemos cudl es la funcion de Ckk2, si es a nivel de pared y/o
citoesqueleto para permitir los cambios en la estructura de la célula en



respuesta a deprivacién, o iniciando la sefializacion molecular para llevar a
cabo cambios a nivel transcripcional.

5. Identificacion de nuevos sustratos de la quinasa Ckk2

Quisimos evaluar si Ckk2 podria tener otros sustratos ademas de
Cmk1; para ello realizamos un andlisis de fosfopéptidos en condiciones de
estrés por Ca”*, situacion en la que sabiamos que Ckk2 es activa. Del andlisis
encontramos que las proteinas implicadas en la organizacién del
citoesqueleto (Spc7, Arcl, Ppk38, Atb2, Myo 52, Actl, End3, Ppk30, etc) se
encuentran representadas ademas de aquellas mediadoras del transporte
vesicular (Fab1l, Sec5, Sec72, Sifl, Sec231, Psh3, Yopl, etc) y un gran nimero
de proteinas que regulan el ciclo celular (Nod1, Rpn2, Bubl, Pofl, Sepl,
Alp7, Zfs1, etc). Esto indicaria algun tipo de regulacion a nivel de ciclo celular
en respuesta al estrés y de las modificaciones que a nivel del citoesqueleto
se requieran, donde probablemente la quinasa Ckk2 estuviera implicada,
pues estd descrito que quinasas de esta familia estdan implicadas en la
remodelacién del citoesqueleto en mamiferos (Saneyoshi et al. 2008),
ademds de promover cambios morfoldgicos inducidos por estimulos
externos (Ciani & Salinas 2008).

Identificamos aproximadamente 100 proteinas que se derivan de la
actividad de Ckk2 en respuesta a Ca’*, es decir que se encontraron
fosforiladas en la cepa wild type y no en la cepa Ackk2. De estas proteinas
encontramos que Ckk2 es capaz de fosforilar in vitro a la fosfatasa Pzh1, la
quinasa Gad8, la proteina reguladora de microtubulos Tipl, la proteina
organizadora del anillo contractil y promotora de la division celular Mid2; la
proteina implicada en la formacién del septo, Sifl; la quinasa NDR implicada
en la constriccién del anillo de actomiosina, Sid2; y las proteinas implicadas
en la polaridad de la célula Sts5 y Shk1.

Ckk2 y Pzhl

La fosfatasa Pzhl es una serina treonina fosfatasa, que presenta un
dominio denominado calcineurin like motif, ademas muestra homologia con
las fosfatasas PP1A y PP2C de 68 %y 42% respectivamente y es 72% idéntica
a sus homologas PPZ1 y PPZ2 en Saccharomyces cerevisae, que son
necesarias para el mantenimiento de la integridad celular (Balcells et al.
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1997). La sensibilidad del mutante Apzh1 por el ion K™ a diferencia de sus
homologos en S. cerevisae parecen indicar que las funciones entres estas
fosfatasas no son exactamente las mismas. Pzhl estd implicada en la
regulacién de la homeostasis idnica, sin embargo a dia de hoy no se ha
determinado un rol especifico de la fosfatasa Pzhl en S. pombe (Balcells et
al. 1999). Nuestros resultados del andlisis de viabilidad muestran que el
mutante Apzhl es resistente a calcio; fenotipo que presenta el mutante
Ackk2, por tanto es presumible pensar que Pzh1l medie la respuesta de Ckk2
en respuesta a Ca’* ademas de Cmk1, y/o la respuesta a otro tipo de estrés.

Ckk2 y Gad8

Gad8 es una S/T quinasa perteneciente a la familia de las AGC
quinasas, el Unico mediador hasta ahora descrito del complejo TORC2,
siendo fosforilado/activado por la quinasa Torl en las S527 y S546 (Matsuo
et al. 2003; Halovd et al. 2013). TORC2 regula el crecimiento bajo
condiciones de estrés y la respuesta a deprivacién de nitrégeno (Kawai et al.
2001; Weisman & Choder 2001). Gad8 es regulada ademds por la quinasa
Ksgl. Ksgl es una PDK quinasa que fosforila Gad8 en la T387 del bucle de
activacion cuando es sometida a condiciones de deprivacion de nitrégeno.
Gad8 fosforila a su vez a Torl en la T1972, produciendo un descenso en la
actividad de Torl, permitiendo la diferenciacién. Ademas Gad8 y la via de
TORC2 son necesarios para la distribucién de la proteina Ght5, un
transportador de glucosa, hacia la membrana plasmdtica como respuesta a
condiciones de deprivacién de glucosa (Saitoh et al. 2014). En un andlisis de
delecién de quinasas (Bimbo et al. 2005) se encontrd que el crecimiento del
mutante Agad8 se ve afectado por tiabendazol, y latrunculina (al igual que el
mutante Ackk2); ademds este mutante muestra un crecimiento bipolar en
un 50% de sus células (Koyano et al. 2010) al igual que el mutante Ackk2.
Este trabajo sugeria que Ckk2 y Gad8 probablemente actuen como
reguladores negativos de NETO (New End Take Off). En conjunto estos
estudios sugieren alguna relacién entre la quinasa Ckk2 y Gad8. Ademas en
el trabajo de Halova et al. 2013, encuentran que la proteina Gad8 se halla
fuertemente fosforilada en condiciones de deprivacion de nitrégeno y que
debe presentar otros sitios de fosforilacién diferentes a los ya descritos que
regulen la actividad Gad8 como podria ser la T385 que hemos encontrado.



Ckk2 y Tipl

Tipl es una proteina necesaria para guiar el crecimiento de los
microtUbulos hacia la zona en los extremos de las células para que estos
puedan depositar la proteina marcadora Teal (Brunner & Nurse 2000).
Tipl, Tea2 y Mal3 (promotor general del crecimiento de los microttbulos)
(Busch et al 2004), son tres proteinas que regulan la dindmica de los
microtUbulos y la polaridad celular transportando los factores de polaridad
hacia el extremo de la célula (Akhmanova & Steinmetz 2008). Tea4 une Teal
y Formina 3, que promueve el crecimiento polarizado y la polimerizacién de
actina (Feierbach et al. 2004). Se ha descrito una funcion de la fosfatasa
calcineurina en la regulacién del crecimiento polarizado dependiente de las
proteinas TIP. Donde se sefiala que una perturbacién en el ADN activaria a
Cds1, la proteina sensora de dafio al ADN, que activa a calcineurina quien
una vez activa, de-fosforila a Tipl en la S82 (Kume et al. 2011). La de-
fosforilacion de Tipl es esencial para el retraso en NETO, acompafiado de
una reduccion en la dindmica de los microtibulos y una acumulacidn
anormal de Teal. NETO, es el momento en que las células abandonan el
crecimiento monopolar para empezar el crecimiento en el nuevo extremo
creado por el septo. Para que NETO tenga lugar es necesario que la
replicacién se haya finalizado con éxito y que se alcance el tamafio celular
adecuado. A pesar de conocer muchas moléculas necesarias para NETO las
vias de sefializacién que la gobiernan aun se desconocen. Nosotros hemos
encontrado que la proteina Tipl se encuentra fosforilada en condiciones de
estrés por Ca** y que la fosforilacion depende de Ckk2 in vitro. En el trabajo
de Koyano et al. 2010 se sugirié que Ckk2 (Ppk34) estaria implicada en la
regulacién negativa de NETO pues presenta un numero elevado de células
bipolares. La fosforilacion de Tipl en la S82 es importante para el
establecimiento de NETO, nosotros observamos que Ckk2 fosforila Tipl y
dado que Ckk2 es un posible regulador negativo de NETO, podriamos pensar
que la fosforilacion de la Tipl es una fosforilacién inhibidora sobre Tiply su
actividad promotora de NETO.

Ckk2 Y Mid2

En S. pombe, como parte final de la citocinesis, se inicia la septacién
al final de la anafase. Una vez que la pared celular estd terminada y después
que las membranas celulares se cierran, la digestién del septo primario
permite la separacion entre las dos células. Mid2 es una proteina
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organizadora de septinas, que se localiza en el sitio de divisién celular,
siendo necesaria para la eficiente separacién célula-célula durante la
citocinesis. Ademds Mid2 es necesaria para mantener la estabilidad e
integridad de las septinas durante el cierre del anillo contractil (Berlin et al.
2003). Mid 2 vy las septinas constituyen una via, probablemente paralela a
muchas otras, que se encarga de asegurar que la citocinesis, la septacién y la
separacion célula-célula concluyan satisfactoriamente (Wu et al. 2010). Asi
mismo septinas, Mid2 y Exocyst (complejo proteico encargado del
transporte vesicular) son necesarios para la correcta localizacion de las
enzimas responsables de la hidrolisis del septo durante la citocinesis (Berlin
et al. 2003; Martin-Cuadrado et al. 2005). El mutante Amid2 tiene un
problema en la separacion célula-célula alcanzando un indice de septacién
de 66% en condiciones de crecimiento exponencial (Berlin et al. 2003). Al
igual que los mutantes de las septinas, que presentan un defecto en la
citocinesis, se han descrito otros mutantes como calcineurina (ppb1l)
(Yoshida et al. 1994), el factor de transcripcion sepl , la MAPK Pmk1, la
fosfatasa de MAPK Pmp1; curiosamente algunos se encuentran entre los
sustratos derivados de la actividad de Ckk2. La sobreexpresion de Mid2
favorece la persistencia de la organizacion del anillo, y previene la mitosis;
entonces la desestabilizacion del anillo y consecuente citocinesis se produce
por un descenso en la actividad de Mid2 (Tasto et al. 2003). Nosotros
encontramos que la proteina Mid2 es fosforilada por la CAMKK Ckk2, esta
fosforilacion podria constituir algun tipo de regulacién de la actividad de
Mid2 por parte de Ckk2. La actividad de Ckk2 permitiria la estabilidad de la
septinas y del anillo contractil, inhibiendo de manera indirecta la entrada en
mitosis. Por tanto en ausencia de Ckk2, Mid2 no se encuentra activa para
regular la actividad de las septinas y se produciria un retraso en la citocinesis
como el que observamos en el mutante Ackk2 en condiciones de deprivacion
de glucosa y nitrégeno.

Ckk2 y Sifl

En un cribado para identificar proteinas que interaccionan con Sad1,
una proteina del huso acromdtico, se describe a sifl1, (Sadl- interacting
factor), una proteina necesaria para la adecuada formacion del septo (Miki
et al. 2004) y también se ha implicado en el transporte celular (Chen et al.
2014). Ademds se ha descrito que el mutante Asifl es muy sensible a
calcofluor. Sifl es una proteina unida a la membrana y se acumula cerca del



sitio de septacion; ademas la sobreexpresién de Sifl provoca una prematura
entrada en mitosis y formacién del septo, mostrando unas células 22% mas
pequefias que las células wild type, es presumible pensar que Sifl participe
en el control del ciclo celular (Miki et al. 2004). Sif1 es fosforilada por Ckk2 in
vitro, por lo que Ckk2 podria regular la funcién de Sifl. En cualquier caso, es
cada vez mas indicativo la posible funcién de Ckk2 en el proceso de
citocinesis.

Ckk2 y Sid2

Sid2 es una quinasa NDR que forma parte de las AGC quinasas, y
componente de SIN (Septation Initiation Network), que determina la
sincronizacion de la constriccion del anillo contractil (Balasubramanian et al.
1998; Sparks et al. 1999). La via de SIN activa la constriccion del anillo de
actomiosina y la septacion después de la segregacion cromosdémica, siendo
Sid2 la Ultima quinasa de la via. Sid2 forma un complejo con la proteina
Mob1 que es esencial para su localizacidon y actividad, la unién Sid2-Mob1 es
necesaria pero no suficiente para activar Sid2, por tanto otros mecanismos
regularian la actividad de Sid2 (Hou et al. 2004). La fosforilacion en las S402 y
T578 son importantes en la regulacién de la actividad de Sid2, puesto que la
mutacion de ambos residuos reduce la actividad de la quinasa en 40% (Hou
et al. 2004). La quinasa Plol regula la trascripcion durante la fase G1-M,
regulando la expresién de Sid2 y otros genes importantes para la citocinesis
(Anderson et al. 2002). Sid2 tiene multiples sustratos (Chen et al. 2008;
Grallert et al. 2015; Gupta et al. 2014; Ray et al. 2010), y ademas el complejo
Sid2-Mobl fosforila a Cdcll un componente upstream de Sid2
estableciendo una retroalimentacién positiva de SIN (Feoktistova et al.
2012). Ckk2 fosforila a Sid2 in vitro, no se conoce si la quinasa Sid2 presenta
otro tipo de regulacién diferente de la descrita (revisado en Hergovich et al.
2006), también desconocemos el probable efecto de la fosforilacién de Sid2
por Ckk2.

Ckk2 y Sts5 (Orb4)

Sts5 es una proteina esencial para la polaridad de la célula, y el
crecimiento polarizado durante la interfase (Toda et al. 1996). El mutante
sts5-7 fue aislado debido a su sensibilidad al inhibidor de quinasas
estaurosporina (Tamaoki et al. 1986; Toda et al. 1991), presenta una forma
esférica, debido a la pérdida de la polaridad de la actina, caracteristicas
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compartidas con la fosfatasa Ppel, este fenotipo es suprimido por una
mutacion en la CAMKK Sspl. Se ha propuesto que el crecimiento polarizado
y la localizacién cortical de la actina estan regulados por dos mecanismos
opuestos, uno la via de Sspl que estimula la relocalizacion de la actina, y la
otra que incluye a Sts5 y Ppel encargadas de fijar la localizacion de actina y
el crecimiento polarizado (Matsusaka et al. 1995). Cuando la célula termina
la replicacion del DNA y alcanza el tamafio adecuado, debido al crecimiento
hasta ese momento monopolar, los parches de actina se relocalizan hacia el
nuevo extremo de la célula, entonces la actina se encuentran en ambos
extremos de la célula y se inicia el crecimiento bipolar. Sts5 se encargaria
entonces de fijar los parches de actina hasta recibir alguna sefial para que
estos puedan ser relocalizados en el otro extremo de la célula por Ssp1. Ckk2
fosforila a Sts5 in vitro, podria Ckk2 promover la fijacion de los parches de
actina en el extremo ya existente de la célula a través de la fosforilacion de
Sts5, regulando de esta manera negativamente NETO, asi como se ha
sugerido previamente (Koyano et al. 2010). Por otra parte, el mutante sts5
es sensible a ciclosporina una droga inhibidora de la fosfatasa calcineurina
sugiriendo que estos genes compartan alguna funcién (Yoshida et al. 1994),
reforzando el hecho que calcineurina y Ckk2 funcionen en la misma via.

Ckk2 y Shk1 (Orb2/Pak1)

Shk1 es el efector de la via de la GtPasa Ras1-Cdc42, responsable del
mantenimiento de la polaridad celular asi como la respuesta de
apareamiento (Marcus et al. 1995; Ottilie et al. 1995; Chang et al. 1994;
Gilbreth et al. 1996). El mutante termosensible de Shkl (orb2-34) muestra
un crecimiento monopolar, igual que el mutante Ateal sugiriendo que Teal
podria ser una diana de Shkl, y demostrdndose que ambas proteinas
participan en la polaridad de la célula (Kim et al. 2003). Por otra parte Shk1l
ha sido implicada en la citocinesis (Ottilie et al. 1995; Kim et al. 2003). Se
localiza en los extremos de la célula y en el sitio de divisién celular (Qyang et
al. 2002) donde fosforila a la cadena ligera de la miosina Rlcl inhibiendo la
constriccién del anillo de actomiosina y con ello la formacion del septo, e
inhibiendo la progresion de la mitosis, hasta que la segregacidon del material
genético haya finalizado (Loo & Balasubramanian 2008). La funcion de Shk1
esta regulada por Skbl (Gilbreth et al. 1998; Gilbreth et al. 1996) Skb5 (Yang
et al. 1999) y Scd2 (Chang et al. 1999), y regulada negativamente por la
proteina Skb15 (Kim et al. 2001). La defosforilacion de Shkl por la fosfatasa



Clipl promoveria su relocalizacion y/o inactivaciéon permitiendo |la
progresion de la citocinesis. Ckk2 fosforila a Shk1 in vitro esta fosforilacién
no ha sido previamente descrita, podria tratarse de algun tipo de regulacion
que regula la entrada en mitosis?

Futuros experimentos se tendran que realizar para poder comprobar in vivo
la regulacién de estos nuevos substratos por parte de Ckk2, y asi poder
caracterizar mejor esta nueva CAMKK en S. pombe.
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10.

11.

Ckk2 es una quinasa de unidn a calmodulina y su actividad es
dependiente del complejo Ca**/CaM.

Ckk2 es la quinasa responsable de fosforilar in vivo a la quinasa
Cmk1 en la T192 del bucle de activacion, estableciéndose la cascada
de las CaMKs en Schizosaccharomyces pombe.

Ckk2 es esencial para la respuesta a agentes que modifican el
citoesqueleto de tubulina y actina, como el tiabendazol y la
latrunculina A, respectivamente.

La ausencia de Ckk2 confiere resistencia frente a agentes que
afectan la pared celular como el calcofluor.

La ausencia de Ckk2 aumenta el indice de septacion influyendo
sobre el ciclo celular en condiciones de estrés nutricional.

La deprivacién de nutrientes aumenta la transcripcion de ckk2, y se
refleja en un aumento a nivel proteico.

Ckk2 es sumoilada en respuesta a deprivacion de nutrientes.

El inhibidor de la fosfatasa calcineurina, FK506, compromete la
viabilidad celular del mutante Ackk2.

Se han identificado proteinas fosforiladas in vivo dependientes de
Ckk2 a través del andlisis de fosfopéptidos. De las proteinas
identificadas en la organizacion y regulacion del citoesqueleto (Alp7,
Spc7, Arcl, Ppk38, Atb2, Myo52, Actl, End3, Ppk30, etc), el
transporte vesicular (Fabl, Sec5, Sec72, Sifl, Sec231, Psh3, Yopl,
etc) y la respuesta nutricional a través de la via TOR (Gad8, Oca2).

La quinasa Ckk2 fosforila directamente a las proteinas Tipl, Mid2,
Sid2, Pzh1, Gads, Sif1, Sts5 y Shk1 a través de un ensayo quinasa in
vitro y en respuesta a Ca”".

A partir de substratos descritos de las CAMKKs, hemos definido un

consenso de fosforilacion para las CAMKK: OLXTXCG[T/S]PXY. Este
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consenso de fosforilacion se encuentra en el bucle de activacion
general de las serina/treonina quinasas localizado entre el
subdominio VIl y VIII de la region catalitica.

12. Algunos de los substratos de Ckk2 identificados (Kin1,Sck2,Sid2,
Shk1, Oca2, Pck2, Sck1, Gad8, Ploly Ppk1l) presentan el consenso de
fosforilacion de Ckk2
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ANEXO






Tabla A. Sustratos derivados de la actividad de Ckk2 en estrés por Ca**

ID gen Descripcion

SPBC32H8.12¢ actl actl

SPAC890.02c alp7 Microtubule protein alp7

SPCC1919.03c amk2 AMP-activated protein kinase beta subunit Amk2

SPAC23H3.06 aplé AP-3 complex subunit beta

SPCC1672.06¢ aspl Inositol hexakisphosphate and diphosphoinositol-
pentakisphosphate kinase

SPBC29B5.01 atfl transcription factor, Atf-CREB family Atf1

SPCC330.11 btb1 BTB/POZ domain-containing protein 1

SPCC1322.12c bub1l Checkpoint serine/threonine-protein kinase bub1

SPAC23H4.09 cdb4 Curved DNA-binding protein

SPBC11B10.09 cdc2 Cell division control protein 2

SPBC32H8.10 cdk9 Serine/threonine-protein kinase cdk9

SPCC1450.11c cekl serine/threonine protein kinase Cekl

SPAC8C9.03 cgsl cAMP-dependent protein kinase regulatory subunit

SPCC417.05c chr2 Chitin synthase regulatory factor 2

SPAC24B11.10c  chr3 Chitin synthase regulatory factor 3

SPBC1289.01c chrd Chitin synthase regulatory factor 4 chr4

SPAC26A3.10 cnt6 Uncharacterized protein C26A3.10

SPBC146.12 cogb Ubiquinone biosynthesis monooxygenase coqb

SPAC1296.02 cox4 Cytochrome c oxidase subunit 4, mitochondrial

SPAC17A2.09¢c csx1 RNA-binding post-transcriptional regulator csx1

SPBC24ES.06 cta3 Calcium-transporting ATPase 3

SPAC3A12.11c cwf2 Pre-mRNA-splicing factor cwc2

SPBC13E7.01 cwf22 Pre-mRNA-splicing factor cwf22

SPAC9G1.06¢ cyk3 Uncharacterized protein C9G1.06c

SPBC25D12.02¢  dntl Nucleolar protein dntl

SPBC11G11.02c  end3 Actin cytoskeleton-regulatory complex protein end3

SPBC3E7.01 fabl Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase fab1

SPAC15A10.16 fatl Actin-interacting protein 3 homolog

SPAC19B12.05¢c  fcpl RNA polymerase Il subunit A C-terminal domain
phosphatase

SPCC1235.05¢ fft2 Uncharacterized ATP-dependent helicase fft2

SPAC17A5.16 ftp105 UPF0663 protein C17A5.16

SPCC24B10.07 gads8 AGC/AKT protein kinase Gad8

SPAPB1E7.05 gdel Glycerophosphodiester phosphodiesterase gdel

SPAC31A2.16

gef2

Rho guanine nucleotide exchange factor gef2
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SPBC4B4.08
SPAC4F10.20
SPAC26F1.09
SPAC3G6.01
SPAC4F8.07c
SPCC1259.04
SPAC23G3.04
SPBC26H8.04c
SPCC4B3.10c
SPBC4F6.06
SPBC1685.15¢
SPBC15D4.01c
SPAC1D4.11c
SPBC28E12.06c
SPAC1834.08
SPBC887.10
SPAC27D7.03c
SPBC1921.03c
SPAPYUG7.03c
SPBC530.04
SPBC32H8.13c
SPBC1826.01c
SPAC23C11.03
SPBP19A11.03c
SPBC56F2.06
SPBC14F5.11c
SPCC645.05c¢
SPBC3F6.04c
SPAC23D3.06¢c
SPCC285.13c
SPCC1020.10
SPAC1783.07c
SPCC188.02

SPBC12D12.04c
SPAC32A11.03c
SPAC1687.05
SPAC23C11.16
SPAC17C9.08

ght2
grx1
Gyp51
hrp3
hxk2
iec3
iesd
iml1
ipkl
kinl
klp6
klp9
lkh1
lvs1
makl
mcs4
mei2
mex67
mid2
mod5
mok12
motl
mpp10
mts4
mugl47
mugl86
myo2
nopl4d
nupl46
nup60
oca2
papl
parl

pck2
phx1
plil
plol
pnul

hexose transmembrane transporter Ght2
Glutaredoxin-1

TBC domain-containing protein C26F1.09
Chromodomain helicase hrp3

hexokinase 2

Uncharacterized protein C1259.04
Uncharacterized protein C23G3.04

Vacuolar membrane-associated protein iml1
Inositol-pentakisphosphate 2-kinase

Protein kinase kinl

Kinesin-like protein 6
Kinesin-like motor protein C15D4.01c

dual specificity protein kinase Lkh1

Beige protein homolog 1

Peroxide stress-activated histidine kinase mak1
Response regulator mcs4

Meiosis protein mei2

mMRNA export factor mex67

RecName: Full=Septin ring organizing protein mid2
Cell polarity protein mod5 140
Cell wall alpha-1,3-glucan synthase mok12
Probable helicase mot1

U3 small nucleolar ribonucleoprotein protein
19S proteasome regulatory subunit Mts4
Meiotically up-regulated gene 147 protein
Sorting nexin-41

Myosin type-2 heavy chain 1

Probable nucleolar complex protein 14
Nucleoporin nup146

Nucleoporin nup60
Serine/threonine-protein kinase oca2
AP-1-like transcription factor

Serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa
regulatory subunit delta 1 isoform
protein kinase C (PKC)-like Pck2

Uncharacterized homeobox protein C32A11.03c
E3 SUMO-protein ligase plil
Polo kinase Plo1

mitochondrial endodeoxyribonuclease




SPAC57A10.05c
SPBC776.02c
SPAC110.01
SPBC6B1.02
SPAC16C9.07
SPCC74.02c

SPBC119.13c
SPCC188.11
SPAC8C9.14
SPAC31G5.15
SPCC830.07c
SPBC12C2.10c
SPBC1734.16c
SPBC609.02

SPAC1687.22c
SPAC57A7.08
SPCC737.02c
SPAC3G6.06¢
SPAC23C4.18c
SPBC1921.02
SPAC26A3.09¢
SPBC28E12.03
SPBC354.13
SPCC645.07
SPAC1006.06
SPAC3F10.06c

SPBC17D11.07c
SPAC13G6.07c
SPBC16C6.07c
SPCC1183.07
SPBC11B10.05c
SPAC16E8.09
SPAC22E12.14c
SPBC1D7.02c
SPCC320.10
SPAC29B12.07
SPAC17G8.12

pofl
ppl
ppkl
ppk30
ppk5
ppnl

prp31
prp45
prrl
psd3
psil
pstl
pst3
Ptnl

puf3
pzhl
qcr7
rad2
rad4
rad60
rga2
rgas
rgab
rgfl
rgf2
ritl

rpn2
rpséa
rptl
rrpS
rspl
scdl
sck2
scrl
scrp72
secl6

sec3

F-box/WD repeat-containing protein pofl
Pescadillo homolog
Serine/threonine-protein kinase ppk1
Serine/threonine-protein kinase ppk30
Serine/threonine-protein kinase ppk5

mRNA cleavage and polyadenylation specificity
factor complex associated protein
Pre-mRNA-processing factor 31

Pre-mRNA-processing protein 45

Transcription factor prrl

Phosphatidylserine decarboxylase proenzyme 3
Protein psil

Paired amphipathic helix protein pst1

Paired amphipathic helix protein pst3
phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate3-
phosphatase Ptn1

MRNA-binding protein puf3

Serine/threonine-protein phosphatase PP-Z

Cytochrome b-c1 complex subunit 7

DNA repair protein rad2

S-M checkpoint control protein rad4 141
DNA repair protein rad60

Probable Rho-type GTPase-activating protein 2
Probable Rho-type GTPase-activating protein 4
Probable Rho-GTPase-activating protein 6
Rho1 guanine nucleotide exchange factor 1
Rho1 guanine nucleotide exchange factor 2

initiator methionine tRNA 2'-O-ribosyl phosphate
transferase (predicted)
19Sproteasome regulatory subunit Rpn2 (predicted)

40S ribosomal protein S6-A

26S protease regulatory subunit 7 homolog
rRNA biogenesis protein rrp5

Dnal-related protein rspl

Rho guanine nucleotide exchange factor scd1
Serine/threonine-protein kinase sck2
DNA-binding protein scrl

Signal recognition particle subunit srp72
COPII coat assembly protein secl6
Uncharacterized protein C17G8.12




SPCC622.10c
SPAC30.01c
SPBC4C3.12
SPCC364.07
SPBC336.07

SPAC15A10.15
SPBC1604.14c
SPAC24B11.11c
SPCC1235.06
SPAPYUG7.02c
SPAC3H1.12c
SPAC607.03c
SPCC1281.02c
SPAC1F3.06¢
SPCC188.06¢
SPBC1652.01
SPCC16C4.09
SPAC664.01c
SPBC4C3.06
SPBC1706.01
SPAC343.14c
SPAC3C7.12
SPCC1753.04
SPBC1703.14c
SPAC328.03
SPAC6B12.09
SPAC10F6.08c
SPAC1142.01
SPAC11D3.16
SPAC11E3.11c
SPAC13A11.06
SPAC167.07c
SPAC1687.10
SPAC17A5.09¢
SPAC17G6.11c

SPAC1952.17c
SPAC1F5.05c

sec5
sec7?2
sepl
ser3
sfc3

$g02

shk1

sid2

sifl

sinl

snt2
snul3
spf30
spol5
srp54

stb3

sts5

Swib

sypl

tead
tif222

tipl

toll

topl

tpsl
trm10
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned

Unassigned

Unassigned

Exocyst complex component sec5

Protein transport protein sec72

Forkhead protein sepl

D-3 phosphoglycerate dehydrogenase Ser3
transcription factor, TFIIl CcomplexB box binding
subunit Sfc3

Shugoshin-2

Serine/threonine-protein kinase shk1/pakl
Serine/threonine-protein kinase sid2
Sadl-interacting factor 1

stress activated MAP kinase interacting protein Sinl
Lid2 complex component snt2

13 kDa ribonucleoprotein-associated protein
Splicing factor spf30

Sporulation-specific protein 15

Signal recognition particle 54 kDa protein homolog
Protein STB3 homolog

Protein sts5

Chromatin-associated protein swi6

cytoskeletal protein Syp1 (predicted)

Tip elongation aberrant protein Tea4

translation initiation factor elF-2B subunit beta

Tip elongation protein 1

3'(2"),5'-bisphosphate nucleotidase

DNA topoisomerase 1
alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase

tRNA (guanine-N(1)-)-methyltransferase

HMG box-containing protein C10F6.08c
Uncharacterized protein C1142.01
Uncharacterized protein C11D3.15

PH and SEC7 domain-containing protein C11E3.11c
Putative aminopeptidase C13A11.05

Probable E3 ubiquitin protein ligase C167.07c
Increased rDNA silencing protein 4
Uncharacterized protein C17A5.09¢

Uncharacterized beta-glucan synthesis-associated
protein C17G6.11c
TBC domain-containing protein C1952.17c

Uncharacterized protein C1F5.05c
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SPAC20G4.09
SPAC227.16
SPAC22A12.14c
SPAC22G7.01c
SPAC23H4.16
SPAC2F7.02c
SPAC31A2.13
SPAC3A11.10c
SPAC3H8.03
SPAC4F10.09¢
SPAC4G9.22
SPAC521.04c
SPAC644.13c
SPAC644.17
SPAC664.03

SPAC824.09c
SPAC9G1.10c

SPAPB2C8.01
SPAPBS8ES5.07c
SPBC11C11.10
SPBC13E7.08
SPBC146.01
SPBC15D4.09¢
SPBC1685.06
SPBC17D1.06
SPBC19C2.11
SPBC20F10.08
SPBC23G7.06c
SPBC25B2.11
SPBC27B12.12c
SPBC29A3.09¢

SPBC2AS.04c
SPBC2D10.05
SPBC2F12.03c
SPBC3D6.13c
SPBC3H7.14
SPBC530.11c

Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned

Unassigned

Unassigned
Unassigned

Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned

Unassigned

Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned

Unassigned

Uncharacterized protein C20G4.08
Uncharacterized protein C227.15

BSD domain-containing protein C22A12.14c
Uncharacterized peptidase C22G7.01c
Ribosome biogenesis protein tsrl homolog
Uncharacterized protein C2F7.02c

Arrestin domain-containing protein C31A2.12
Uncharacterized dipeptidase C3A11.10c
CRAL-TRIO domain-containing protein C3H8.02
Uncharacterized protein C4F10.09c
conserved fungal protein

Putative cation exchanger C521.04c

Protein YIP4

Uncharacterized RNA-binding protein C644.16

SPAC664.03 RNA polymerase ll-associated protein 1
homolog

Uncharacterized protein C824.09¢

Probable
C9G1.10c
Putative cell agglutination protein PB2C8.01

inositol polyphosphate 5-phosphatase

Putative ribosomal RNA-processing protein 12 143

Probable tRNA pseudouridine synthase 4
Uncharacterized protein C13E7.07
Uncharacterized protein C146.01

Probable cystathionine gamma-synthase

PDZ domain-containing protein C1685.05
Uncharacterized protein C17D1.05
Uncharacterized protein C19C2.10
Uncharacterized membrane protein C20F10.07
conserved eukaryotic protein

Universal stress protein A family protein C25B2.10
Putative metal ion transporter C27B12.12c

Uncharacterized ABC ATP-binding
protein C29A3.09¢
Uncharacterized RING finger protein C2A9.04c

UPF0675 protein C2D10.04

Uncharacterized serine-rich protein C2F12.03c
Uncharacterized protein C3D6.13c
Uncharacterized protein C3H7.13

Uncharacterized transcriptional regulatory protein

transporter




SPBC56F2.08c
SPBPJ4664.05
SPCC1281.06c¢
SPCC1322.10
SPCC162.01c
SPCC1620.09

SPCC191.02
SPCC24B10.06

SPCC320.08
SPCC330.03c
SPCC4G3.12c
SPAC607.07c
SPCC613.01
SPCC970.08
SPCPB1C11.04
SPBC21C3.01c
SPAC13F5.04c
SPBC409.07c
SPAC4F10.15¢
SPBC405.06
SPAC637.04
SPAC9ES.07c
SPBC1718.07c

Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned

Unassigned

Unassigned
Unassigned

Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
vpsl3a
vtsl

wisl

wspl

xdjl

yppl

ypt2
zfs1

Pumilio domain-containing protein C56F2.08c
Putative coatomer subunit alpha

Probable acyl-CoA desaturase

UPF0615 protein C1322.09

U4/U6.U5tri-snRNP-associatedprotein 3-like protein
Probable succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit

beta, mitochondrial
Schizosaccharomyces specific protein

Schizosaccharomyces specific protein, predicted GPI

anchor
transmembrane transporter (predicted)

NADPH-hemoprotein reductase (predicted)
ubiquitin-protein ligase E3 (predicted)
Uncharacterized protein C607.07¢c
transmembrane transporter (predicted)
inositol polyphosphate kinase (predicted)
Uncharacterized transporter PB1C11.03
Vacuolar protein sorting-associated protein 13a
Vps20 associated protein Vtal (predicted)
Protein kinase wis1

WASp homolog

Dnal protein homolog xdj1

Putative cargo-transport protein ypp1l
GTP-binding protein ypt2

Zinc finger protein zfs1
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Tabla B. Sustratos derivados de la actividad de Ckk2 en deprivacion de

nitrégeno.
ID Gen Descripcion

SPBP4H10.15 aco2 aconitate hydratase/mitochondrial ribosomal protein
subunit L21, fusion protein

SPAC6F12.10c ade3 phosphoribosylformylglycinamidine synthase Ade3

SPCC1322.13 adeb phosphoribosylaminoimidazole carboxylase Ade6

SPBC1289.10c adn2 transcription factor predicted

SPBC1711.08 ahal chaperone activator Ahal (predicted)

SPAC890.02c alp7 centrosomal transforming acidic coiled-coil (TACC)
protein ortholog Alp7

SPBC14C8.06 arcl ARP2/3 actin-organizing complex subunit Sop2

SPBC800.05c¢ atb2 tubulin alpha 2, alp2

SPCC962.06¢c bpb1l zinc finger splicing factor Bpb1

SPCC970.03 cbrl cytochrome b5 reductase Chrl (predicted)

SPBC337.05c cct8 chaperonin-containing T-complex theta subunit Cct8

SPBC1289.01c chra 1,3-beta-glucan synthase regulatory factor Chf3/Chr4

SPBP35G2.05¢ cki2 serine/threonine protein kinase Cki2

SPBC17G9.08c csx2 gtpase activator activity/cnt5

SPBC1773.15 dal52 dipeptide transmembrane transporter Dal5h2
(predicted)

SPCC1919.09 tife translation initiation factor elF3f

SPAC27D7.06 etfl electron transfer flavoprotein alpha subunit EtfA
(predicted)

SPBC2D10.05 exg3 lucan 1,3-beta-glucosidase Exg3

SPBC3E7.01 fabl 1-phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase Fab1

SPAC11E3.13c gas5 cell wall protein Gas5, 1,3-beta-glucanosyltransferase
(predicted)

SPAC31G5.14 gevl glycine decarboxylase T subunit (predicted)

SPCC132.04c gdh?2 NAD-dependent glutamate dehydrogenase Gdh2
(predicted)

SPAC56E4.06¢ ggt2 gamma-glutamyltranspeptidase Ggt2

SPBC26H8.08c¢ grnl GTPase Grn1l

SPAP7G5.02¢ gual IMP dehydrogenase Gual

SPCC1235.09 hif2 set3 complex subunit

SPBC31F10.14c  hip3 negative regulation of transcription from RNA
polymerase Il promoter

SPBC11B10.02c  his3 histidinol-phosphate aminotransferase imidazole
acetol phosphate transaminase His3

SPAC2E12.02 hsfl transcription factor Hsfl

SPBC646.09¢ int6 elF3e subunit Int6

145



SPAC1039.09
SPAC9ES.03
SPAC1F5.06
SPAP7G5.04c
SPAPBS8ES.03
SPAC13G7.06
SPCC1906.01
SPBC11G11.03
SPBC651.06
SPCC1919.10c
SPAC10F6.08c
SPAC12B10.10
SPCC24B10.19¢
SPCC285.13c
SPBP8B7.11

SPCC1259.09¢

SPAC22F8.04
SPCC663.03
SPBC609.05
SPCP1E11.02
SPAC821.11

SPBC409.20c
SPAC323.02c

SPCC63.12¢

SPAC869.10c

SPBC713.04c
SPAC17H9.09¢
SPCC757.09c¢

SPBC28F2.12
SPCC74.05
SPAC3H5.10
SPAC637.10c
SPAPBS8ES5.02c
SPCC24B10.09

isp5
leu2
lhs1
lysl
mael
met16
mpgl
mrt4
mugle6
myo52
nhtl
nod1
ntsl
nup60
nxt3

pdx1

petl
pmdl
pob3
ppk38
prol

psh3
pup2

pup3
putd

pwp2
rasl
rncl

robl
rpl2702
rpl3202
ron10
ron502
rps1702

amino acid permease Isp5

3-isopropylmalate dehydratase Leu?2 (predicted)
ER heat shock protein Lsh1 (predicted)
aminoadipate-semialdehyde dehydrogenase
malic acid transport protein Mael

reductase

Mannose-1-phosphate guanyltransferase Mpg1l
MRNA turnover and ribosome assembly protein Mrt4
Schizosaccharomyces specific protein

myosin type V

Ino80 complex HMG box subunit Nht1

medial cortical node Gef2-related protein

CIr6 histone deacetylase complex subunit Nts1
nucleoporin Nup60

ubiquitin protease cofactor Glp1 (predicted), physical
interaction with rpl30, sog2

pyruvate dehydrogenase protein x component, Pdx1
(predicted)

phosphoenolpyruvate transmembrane transporter
leptomycin transmembrane transporter Pmd1
FACT complex subunit Pob3

Ark1/Prk1 family protein kinase Ppk38
gamma-glutamyl phosphate reductase Prol
(predicted)

ER chaperone SHR3 homologue Psh3

20S proteasome complex subunit alpha 5, Pup2
(predicted)

20S proteasome complex subunit beta 3, Pup3
(predicted)

proline specific plasma membrane permease Put4
(predicted)

U3 snoRNP-associated protein Utp1 (predicted)
GTPase Rasl

RNA-binding protein that suppresses calcineurin
deletion Rncl

RNA polymerase Il large subunit Rpb1

60S ribosomal protein L27 (predicted)

60S ribosomal protein L32 (predicted)

19S proteasome regulatory subunit Rpn10

19S proteasome regulatory subunit Rpn502

40S ribosomal protein S17 (predicted)
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SPBC23G7.12c
SPBC2A9.04c
SPCC31H12.07
SPAC22E12.19
SPAC1039.06
SPAC16E8.17c
SPAC1751.03
SPAC24B11.12c
SPAC2F3.11
SPAC323.07c
SPAC6B12.04c
SPAC6G10.09
SPAC869.03c
SPBC1105.01
SPBC1271.14
SPBC17D11.08

SPBC32F12.12c

SPBC4.02c
SPBC530.11c

SPBC725.01
SPBC83.16c
SPBC8E4.03
SPCC1223.14
SPCC1672.09
SPCC1918.12c
SPCC4B3.03c
SPCC613.07
SPCC965.13

SPCC1020.02

SPCC1393.02c
SPBC30B4.02c
SPBC1604.20c
SPBC27B12.13

SPAP8A3.12c
SPBC16G5.08

rpté

sanl
sec231
sntl
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned

Unassigned
Unassigned

Unassigned

Unassigned

Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned
Unassigned

Unassigned

spc/
spt2
sgsl
tea2
tom40

tpp2
trp4d

19S proteasome regulatory subunit Rpt6 (predicted)
sir antagonist, ubiquitin-protein ligase E3

COPII cargo receptor subunit Sec23a (predicted)
Set3 complex subunit Sntl

alanine racemase (predicted)

succinate-CoA ligase alpha subunit (predicted)
translation initiation factor elF3m

P.type ATPase

exopolyphosphatase (predicted)

MatE family transmembrane transporter (predicted)
2-aminoadipate transaminase (predicted)

alpha glucosidase | Gls1 (predicted)

urea transmembrane transporter (predicted)

RNA processing protein Rrp12-like (predicted)
glutamate N-acetyltransferase (predicted)

WD repeat protein, DDB1 and CUL4-associated factor
7 (predicted)

Golgi membrane protein involved in vesicle-mediated
transport (predicted)

conserved fungal protein

transcription factor, zf-fungal binuclear cluster type
(predicted)
aspartate aminotransferase (predicted)

conserved eukaryotic protein

agmatinase 2 (predicted)

chorismate synthase (predicted)

triglyceride lipase-cholesterol esterase (predicted)
metalopeptidase

mitochondrial morphology protein (predicted)
snoRNA biogenesis protein (predicted)

pyridoxal family transmembrane transporter
(predicted)
NMS complex subunit

non-specific DNA binding protein Spt2 (predicted)
R3H and G-patch domain Sqs1(predicted)
kinesin-like protein

mitochondrial TOM complex subunit Tom40
(predicted)

tripeptidyl-peptidase Il Tpp2
phosphoribosylanthranilate transferase Trp4
(predicted)
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SPAC6G10.05c¢
SPAC23H4.15
SPBC9B6.04c

SPAC3F10.13
SPBC365.14c
SPAPB2B4.05
SPAC16E8.07c
SPAC9ES.13
SPCC830.08c
SPAC13A11.05

trs120
tsrl
tufl

ucp6
ugel
vmb5a
vphl
wos?2
yopl
ysp2

TRAPP complex subunit Trs120 (predicted)
ribosome biogenesis protein Tsrl (predicted)

mitochondrial translation elongation factor EF-Tu
Tufl
UBA domain protein Ucp6 (protein deub)

UDP-glucose 4-epimerase Ugel

V-type ATPase V1 subunit C (predicted)
V-type ATPase VO subunit a (predicted)

p23 homolog, predicted co-chaperone Wos2
ER membrane protein DP1/Yop1l

eptidase family M17 cytoplasmic leucyl
aminopeptidase yspll (LAP yspll)
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ABSTRACT

Calclum signals trigger the transiocation of the Przl
transcription faclor from the cytoplasm to the nu-
cleus. The process iz reguiatea by the calclum-
activated phosphatage calcineurin, which activales
Przi thereby maintaining active transcription during
calclum signalling. When calclum signalling caases,
Frzl Is Inaclivaled by phosphorylation and exported
1o the cytoplasm. In budding yeast and mammallan
callz, different Kinases have been reported to counter
calcineurin aclivily and reguiale nuciear export.
Here, we show thal the Ca®* /calmodulin-dependent
kKinase Cmk1 Is first phosphorylated and activated
by the newly Identifled Kinase CaMKK2 homologue,
CKK2, In response 1o Ca2*. Than, aclive Cmk1 binds,
phosphorylates and Inactivates Prz1 transcription
activity whilst at the same time cmk1 expression
s enhanced by Przi In response o Ca®. Further-
more, Cdc25 phosphatase s also phosphorylated by
Cmk1, Inducing cell cycle armest In responsa to an
increase In Ca*, Moreover, cmk7 deletlon shows a
high tolerance to chronlec exposurs to Ca®t, due to
the lack of cell cycle Infibillon and elevaled Przl ac-
Tivity. This work reveals that Cmk1 Kinasa activated
by the newly loentified CKK2 countaracts calcinaurin
function by negatively regulating Prz1 activity which
in turn Iz Involved In activaling cmk? gene transcrip-
tlon. These results are the first Insights Into Cmki

and Ckk2 function In Schizosaccharomyces pombe.

INTRODUCTION

Clecium i# a secondary messenger Thiat 18 involved m the reg-
ulation of nearly every agpect of cellular life Calsiom sig-
nalling is firsl decoded by the EF-hand family of proteing,
which 18 characterised by the presence of a helix-loop-helix
Ca® handing domain, Calmodulin {Cab) is 2 small ubig-
uitcus adapior protein that belongs to the EF-hand Family.
In CaM, conformational change is driven by Ca®* -hinding
to it four EF-hands, and thereby triggering the capacity
of CaM 1o interact with different proteing, inchuding e
Ca®* fCaM-dependent kinase (Cab K K ) family of proteins
and phosphatase calcineurin (1),

The Ca® /CaM-dependent protein kinase Farmily i in-
volved in many cellular responses that are triggered by
elevated intracellular Ca®™ concentrations (2). The Fum-
ily includes CaMEL a monomeric kinase that 2 activated
by Ca®™ /Cab, and also by phosphorylation. Like most
olher SerfThr protein kimsses, CabEI has an ‘activa-
tion loop” phosphorylation siie (T174 1o TIED, depend-
ing on the mammalian iscforms) (3.4). When Ca™ /Cabd
binds o CabETD the activation loop site 8 exposed, en-
abling phosphorylition by the upstream Ca®* fCaMEK
when it 18 gimullaneously activated by Ca®* fCaM (4,5).
Thus, CabEE/CaMK zsignalling cascades ane regulated at
multiple kevels by Cal* fCaM (6-8),

In Sefizosaccharomyors poimbe, Cmk ] hag been identified
ag a member of e CaM -dependent profein kinase cascade
(%) The crmk ] getre encodes a 335-amino ackd protein signifi-
canily homologous to mammakian CaME 1, including a pu-
tative phosphorylation gite (Thr-192) for CaMEER. Cmkl
activily is dependent on Ca®* and CaM, and increnses when
threonine 192 & matated to aspart scid (Cmk]-T1920),
which i# congisient with the conclugion that Cmk | actiity is
repulaled in a manner homologous 1o mammalian Cab Kl
(9117 It has also been reported that the overexpression
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UK). ENA quality and concentration was determined us-
ing a Nanodrop 1000 Spectrophotometer {Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA). cDNA was synthesised with the
High-Capacity ¢cDMNA Reverse transcription kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA) using random primers. Rel-
ative guantification of cDNA was carried oul in duplicate
on an Mx30MP gPCR [Sirdtdg:n: La Jolla, CA) using Ex-
press SYBR(E) GreenER™ gPCR Supermix Universal (In-
vitrogen, Carlsbad, CA). gPCRs were denatured at 95°C for
10 min, followed by 40 cvecles of 952C for 20 s, 60°C for 20
s, and 72°C for | min. The ohigonucleotides used for gPCR
amplification are listed in Supplementary Table 52, The act!
gene encoding actin was used Lo normalise. For purposes of
plotting graph, data were also normalised to wild-type with-
out treatment values. The data shown are representative of
three independent experiments.

Calcineurin-dependent  Response  Element
dependent Reporter Assay

The cells were transformed or integrated with the CDRE
reporter plasmid (34) and were untreated or treated with
CaCl2. For the experiments with overexpression of Cmk]1,
wild-type cells carrying CDRE-reporter (34) were trans-
formed either with pREPI-Cmkl or empty pREP] and
were incubated in EMM without tiamine Lo activate the nmr
promoter. The cells were incubated with 0.5 mM D-luciferin
at 30°C and CDRE transcriptional activity was measured as
described previously (34).

(CDRE)-

Fluorescence microscopy

For GFP visualisation, cells were grown 1o their exponential
phase. A Feiss Axiovert 2000 inverted microscope with a
100X oil-immersion objective was used to visualise the cells.
Images were taken with a Coolsnap HQ camera and were

processed using Slidebook TM 3.0.1 software.

RESULTS

Cmkl is regulated both at the transcriptional and post-
translational level by Ca®*,

The Cmk| protein was analysed in response to Ca®™ ., We
found that Cmkl protein levels increased during exposure
to Ca®* (Figure 1A). In addition, we observed the appear-
anoe Uf a slow migration band LunLumJid.nl with exposure
o Ca®* (Figure 1A). To confirm the Ca® *_dependence of
the slow Cmk1 migration band, growing cells were Lreated
with Ca®* and divided into two cultures, with Ca®* chelator
EGTA added to one of them. As Figure |B shows, the
slow migrating band was eliminated when EGTA was added
to Ca®*-treated cells. To determine whether phosphoryla-
tion contributes to the Cmkl slow migration band, we per-
formed a phusphdlds:.- assay. Cmkl-HA was immunopre-
cipitated from Ca**-treated extracts and incubated with or
without k-protein phosphatase. The Cmkl mobility shift
was then analysed. As shown in Figure 1C, phosphatase
treatment greatly reduced the presence of the slow migra-
tion band, indicating that the Cmkl protein 15 phosphory-
lated in response 1o Ca**
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Ca®*-induced transcription is the principal process that
has been characterised in 8. pombe. We studied whether the
expression of Cmkl induced by Ca* is controlled at the
transcriptional level. To test this possibility, we monitored
erticd mRMA, detecting an increase in cmk! mBENA lev-
els following Ca®* treatment {Figure 1D). Tugcihcr these
results suggest that Ca® regulates Cmk| expression and
phosphorylation.

thsphur}ll.tmn of Cmk1 in resporse to osmotic stress is doe
to Ca®* sipnalling.

An increase in extracellular Ca® can also provoke osmotic
stress in cells; therefore, we also analysed the Cmkl pro-
lein in response 1o osmotic stress by KCL The Cmk | protein
was also phosphorylated in the presence of KCl, displaying
a slow migration band as in the response to Ca® (Figure
2A). Cmk | phosphorylation was concomitant with KClex-
posure, as shown in the time course of Figure 2B.

It has been reported that high extracellular concentra-
tions of KCl and NaCl cause an increase in intracellular
Ca®™, as a result of the stimulation of extracellular Ca™ in-
take (34). In order to determine whether Cmk] phospho-
rylation in the presence of KCl 15 due to osmolic stress in-
dcpcndenl!l} of or dependently on an increase in cylosolic
Ca®, we treated the cells with KCl with or without EGTA.
The slow migration band did not appear when EGTA was
added 1o the medium, confirming that phosphorylation of
Cmk| in response to KClis a consequence of an increase in
the intracellular Ca®* concentration rather than of osmotic
stress per se (Figure 2C).

Cmkl gene expression is regulated by the calcinewrin-
dependent Przl transcription factor

An examination of the cmikl promoter revealed the pres-
ence of a number of putative Cd"’—drpl:nr]l:ni response ele-
ments: CAACT/AGTTG located at 431427, 300-296 and
273269 bp upstream of ATG (Figure 3A). suggesting that
Ca™-induced expression of Cmkl in fission veast is the re-
sult of up—rcgu]dt:d transcription {19). In addition to the
Catt -responsive elements, the omi! promoter also contains
the previously described caloineurin-dependent response el-
ement (CDRE) AGOCTC /GAGGCT motil (35). This mo-
uf is found at the 296-291 position upstream of ATG in the
emfcd promoter (Figure 3A).

In the light of the above observations, we studied whether
the increment in emkl gene expression and pmlein levels is
d:pcndcnl: on the Przl transcription factor in response o
Ca’™. As shown in Figure 3B, the increase in emk! mRNA
in response Lo Ca® was abolished in Dprzl cells and the
same was observed at the protein level (Figure 3CJ Cmkl
was phosphorylated in Dpr=] cells exposed o Ca®*, but the
increase in protein levels was barely noticeable (Figure 3C).

Cmk1 negatively regulates Pral

In budding yeast and mammalian cells, the activity of
Crzl and NFAT transenption factors, is regulated by dil-
ferent signalling pathways which affect kinases (14). This
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Figure 1. Increase of Cmk]1 expression and phosphorylation due 1o Ca?*. (A) Time course of cells harbouring endogenous ek /- HA gene exposed to 100
mM CaCly. Cmk] protein level was arul)xal at the limes indicated by Western blot usimng ant-HA antibodses ( top) and Cdc2 was probed as a loading
control with anti-PSTAIR antibodses (A and B, bottom). (B) emk /> HA celis exposed 1o 100 mM CaCly for 30 min were treated (+) or untreated () with
EGTA before analysing the Cmk1 prolcm by Western blot using anu-HA antibodies (top). (€) Cell extracts of cells expressmg Cmk1-HA m the presence
of 100 mM CaCl,y were treated before electropl is with A-prote: phatase and with phosphatase mhibitors when indicated. Cmk 1 was analysed
by Western blot using anti-HA antibodses. (D) Cmk1 gene expresson. le mRNA of cells treated (wi CaCly) or untreated (wi) with 100 mM CaClz was
extracted and the cmk/ mRNA level was analysed by RT-PCR using the oligonucleotxdes Cmk! RT Fw and Rv.
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Figure 2. Phosphorylation of Cmk! m response 1o osmotic stress. (A) emkl: H A stram was treated with 100 mM CaClz or 1M KCl when indicated and
Cmk| phosphorylation was detected by Western blot with anti-HA antibodies (top). (B) Time course of cells harbouring endogenous cmk/:HA gene
exposed to IM KCL Cmk| protein level was analysed at times indicated as in A (top). (C) The same strain cmk - A was treated with IM KCland 20 mM
EGTA when indicated and Cmk 1 was detected as m A (top). Ant-PSTAIR antibodies were used to probe Cde2 as a loading control (bottom).
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was analysed in wild-type (wt) and pr=i deleted (Apr=1) cells treated with 100 mM CaCl; at different times. The mRNA of the cells was extracted and the
emk] mRNA level was analysed by RT-PCR using the oligonucleotides Cmk 1 RT Fw and Rv. (C) Cmk| protein level was analysed from the same cells as
in B by Western blot with anti-HA antibodses (top). Anti-PSTAIR antibodies were used 10 probe Cde2 as a loading ¢ I (bottom),

prompted us to examine whether Cmkl is involved in neg-
ative regulation of Przl by analysing the Ca**-induced
CDRE transcriptional activity of Przl in Acmk/ cells com-
pared to wild-type. The reporter response of Acmikl! cells
was markedly enhanced. reflecting the increase of Przl tran-
scriptional activity compared with wild-type cells (Figure
4A). In contrast, overexpression of Cmk] suppressed the
Przl transcriptional activity (Figure 4B), indicating that
Cmkl is indeed involved in the negative regulation of Przl.

In Ca**-stimulated cells, active Przl accumulates in the
nuclel; so we next studied whether the cellular location of
Przl is affected by Cmkl. We overexpressed Cmkl and
Cmkl kinase-dead (Cmk1-KA), which has the lysine 60
from the ATP-binding site mutated to alanine, in GFP-prz]
cells in the presence of Ca**. We observed that Przl nuclear
localisation was altered, displaying a cytoplasmic pattern
when Cmkl was overexpressed, while Przl was maintained
in the nuclei with CmkI-KA expression (Figure 4C).
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Cmkl interacts with and phosphorylates Prel

Przl activation and subcellular localisation are regulated by
its phosphorylation state. In response Lo Ca®* stimulation,
Przl is dephosphorylated and activated (18). This activation
can be monitored by a change in electrophoretic mobility,
in addition to nuclear accumulation. We analysed the Przl
protein in Aomi! cells and the mobility shift of Przl ob-
served in wild-type cells is abolizshed in the absence of Cmk |
(Figure 5A). Moreover, we overexpressed Cmk | and the in-
active CmkI-KA in wild-tvpe cells. As Figure 5B shows,
when Cmk | was overexpressed, the Przl protein exhibited a
slow electrophoretic-mobility which was absent with over-
expression of Cmk 1-EA, indicating that Przl is hyperphos-
phorylated when Cmkl is overexpressed (Figure 5B).

We then analysed whether Cmkl phosphorylates Przl
in vivo. To detect Przl phosphorylation, we used an an-
tibody against phospho-Akt substrates (RXXS5/T) which
recognises proteins containing phospho-serinefthreonine
preceded by arginine at the -3 position. This substrate speci-
ficity is characteristic of many Arg-directed kinases, includ-
ing Cmk| (36).

We then analysed the phosphorylation status of Przl
by using the antibody against phospho-Akt substrates
(RXXS/T). We immunoprecipitated endogenous GFP-
Przl from wild-type cells treated or untreated with Ca®
and we observed that Przl was phosphorylated in untreated
wild-type cells and hypophosphorylated in cells treated with
calcium, thereby venilfying the specificity of I!h::*anl.i.body
toward the phosphorylation state of Przl. In Ca® -treated
cells, dephosphorylation i due to caleineurin as was con-
firmed when cells treated with Ca®* were incubated before-
hand with FE 506, a spedfic inhibitor of caleineurin (Figure
5C). When the Przl protein was analysed in Acmkl cells, it
was observed to present a hypophosphorylated state (Fig-
ure 5C). This result confirms that Cmkl phosphoryvlates
Przl and suggests that Cmkl is involved in Przl inactiva-
tion.

We next examined the interaction between Cmkl and
Przl by co-immunoprecipitation. Cmk] protein was im-
munoprecipitated from cells containing endogenous GFP-
prz and a plasmid overexpressing Cmkl or an empty plas-
mid as a control. As Figure 5D shows, Przl was only present
when associated with Cmkl.

Absence of the prz ! gene markedly suppresses the high Ca® -
resistance of cmk [ deleted cells

The above resulis imply a role of Cmk] in the control of
Ca® homeostasis. Therefore, we screened the growth of
wild-type and Acmkl cells at different concentrations of
Ca® . As shown in Figure A, Acmikd cells displayed a re-
sistant phenotype to high Ca concentrations. This obser-
valion is consistent with its role as a negative regulator of
Przl (Figure 6A). In contrast, overexpression ol the con-
stitutively active form of Cmk] (Cmk1-T192D) was capa-
ble of suppressing Catt resistance (Figure 6B). The sensitiv-
ity to Ca™ acquired with Cmk 1-T192D expression was as-
sociated with Cmkl activity because overexpression of the
catalvtically inactive Cmk 1-T192D, which has the lvsine 60
from the ATP-binding domain mutated to alanine (Cmk1-
T192D-K60A), rendered it insensitive 1o Ca®* (Figure 6H).
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To provide additional information aboul regulation be-
tween Cmkl and Przl, we analysed the sensitivity of dou-
ble mutant Acmkl] Aprzl cells at high doses of Ca®™ . The
Ca®* resistance of Acmk! cells was abolished in the dou-
ble Acmikcd Apr=i mutant (Figure 6C). These results suggest
that the loss of Przl activity abolishes Acmk] resistance 1o
Catt accordingly, the same should be observed in the ab-
sence of the Przl activator, caleineurin (pphl'). Therefore,
we examined the double mutant Apph! Acmk! at high Catt
concentrations and, as expected, deletion of pphl abolished
the Aemk] Ca** resistance (Figure 603). These results sug-
gest that the activity of Przl is necessary to allow Acmk/!
cells to grow in calcium conditions.

Cmk1 induces cell-cyvele arrest triggered by Cde25 afier Ca't
ireatment

Expression of the constitutively active form of Cmkl
(Cmk1-T192D) arrests cell cyele progression (Figure TA)
(9). We and others have previously reported that activa-
tion of members of the CaM-dependent kinase family, such
as Chkl, Cdsl or Srkl, causes cell cyele arrest dependent
on Cde25 phosphorylation (37-41). We therefore studied
whether the cell cycle arrest caused by the overexpression
of Cmk1-T192D is dependent on Cde25 phosphorylation.
To this end, we overexpressed Cmk 1-T 192D in a strain car-
rying the cde? 594 allele, which contains mutations at 9 of
the consensus sites of CaM-dependent kinases (40, 42-43).
The growth arrest and cell elongation typical of cell eyele
arrest caused by the overexpression of Cmk[-T192D were
suppressed when Cmk 1-T192D was overexpressed in coc?—
504 cells (Figure 7A and B).

Mext, we examined the Cde25 protein when Cmk] was
expressed. As can be observed in Figure 7C, overexpression
of the constitutively active Cmk 1-T192D caused the stabil-
isation and accumulation of Cde23. In contrast, the over-
expression of Cmk [-T192D did not affect cae25-94 cells.
This result is consistent with our previous report (43), where
Cdc25 was inhibited but stabilised through phosphoryla-
tion.

We then examined the Cde25 giulein level in wild-type
and Aemikl cells treated with Ca=. As Figure 7D shows,
Cde25 protein levels accumulated during Ca™ response in
wild-type cells. In contrast, the Cde25 protein failed to in-
crease in Acmkd! cells during Ca®™ response (Figure TD).
Thus, Cde?5 accumulation caused by Ca®™ is dependent on
Cmkl.

The new CaMER, Ckk2, phosphorylates Cmkl in response
to Ca™ stress

Here, we addressed the cntical question of how Cmkl
phosphorylation 15 regulated in response o Ca stress
In mammalian cells, two-step activation of CaMEIL has
been demonstrated; an increase in CaME] activity after
Ca* fCaM binding followed by hyperactivation through
phosphorylation by CaMEE. In fission yeast, Cmkl ac-
Lvily is Ca:"ﬂ:a.\«'l—dcpcndl:nl, and mutation of the puta-
tive phosphorylation site (Thr-192) for CaMEEK 1o aspar-
tic acid (Cmk 1-T192D) converts Cmk | into a constitutively
active form (9), indicating that Cmk] is regulated in a sim-
ilar way to mammalian CaMEL
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Figure 5. Cmk] phosphorylates and binds Prel_ (A) Mobality shifl of the Prel protein was analysed by Western blol using anti-GFP antibodhies from Aok d
cells {Acmkl) and wild-type cells untreated {wi) or treated with 100 mM of CaCly (wi+Ca® ) carrying the endogenous GFPaprzl tagged gene {lop). Anti=
PETAIR antibody was used 1o probe Cde? as a loadmg control (bottom). (B) Cmkl and Cmk1-KA were overexpressed in GFP-Przl cells harbouring
pREP1-Cmk] or pREP1-Cmk 1=K A plasmids in the absence of thiamme. The Prel protein was anabysed by Western blol using ant=GFP antibodees (top).
The bevel of Cmkl and Cmk1-KA overexpression was devected wsang the anti-HA antibodies (bottom). (C) dr vive Przl phosphorylation by Cmkl. Prel
wirs immunoprecapitaled using an=GFP antibodes from Acmkd and wikd=type cells untreated (wi) or treated with 100 mM CaCly and 0.5 pgfml of
FE.506 {Lop). Phosphorylation af Przl was detected with anti-Fhospho Akt substrate (RXXS/T) (bottom). (1) Cmk] prolan was immunoprecpilated
using anti=-HA antibody from GEFP-Przl cels harbourmg the plasmud pREPL-Cmk] or the emply plasmid pREP1 in the absence of thiamane (right top).
Binding of Prel was detecled uang anti-GF P antibodes (right bottom). Lell panels indicate the input levels of Przl (lop), Cmk] (middle) and Cde2? as a
I.m:u.li.ng control (bottom) detected with anti=GFP, ant-HA ant=-PSTAIR antibodies, respecimvely.

Previous studies have postulated that Sspl is fission yeast
CaMEEK (1244). Accordingly, we studied whether Sspl
15 involved in Cmkl activation. However, Cmkl was still
phosphorylated in sspl-deleted cells exposed to Ca** (Sup-
plementary Figure 52A) and overexpression of Sspl did not
dizplay the phosphorylation pattern of Cmk |1 (Supplemen-
tary Figure S2B). Regarding the Ca®* stress response, Asspl

cells were highly sensitive to Ca®* | in contrast 1o the resis-
tance of Acmfk! cells (Supplementary Figure 52C). Taken
together, these results indicate that SsJ:I 15 not the Kinase
involved in Cmk] regulation in the Ca™ siress response.

In addition to Sspl. we found a second sequence ho-
mologous o mammalian CaMEK: SPC1919.0]1, named
Ppk34 for the uncharacterised pulative protein kinase 34 in
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ion of calcineurin pathway (A) Ca®* senstivity. Wildstype and Aomk/ cells

were grown in YES medium and spotted on YES plates containing different concentrations of CaCly and meubated for 3 days at 30°C. (B) Aemk! cells
contamning the multicopy plasmid pREPL, empty (pREP1) or carrying different versions of emkd gene (pREPleemkl], pREPlecmk[-T192D and pREPI1-
emkl-T192D-K60A4) were spotted onto EMM plates wath thiamine (+B1), without thiamine (-B1) and without thaamine plus CaCl; («B1+ 100mM CaCl,)
and were incubated for 4 day a1 30°C. (C) and (D) The indicated strains were grown in YES medium and spotted on YES plates containing different
concentrations of CaCly and mcubated for 3 days at 30°C. Lower CaCly concentrations of figures C and D are shown in Supplementary Figure S1.

a systematic deletion analysis of fission yeast kinases (45).
Due to its homology to the CaMKK proteins. we have re-
named it Ckk2. Ckk2 is most homologous to mammalian
CaMKK2 (34%), followed by Sspl (32%) and CaMKK
(28%) (Figure 8A and Table 1).

Next, we examined the effect on the sensitivity to Ca**
stress of single ckk2 or double ckk2 emki-deleted cells
and we observed that Ackk2 and Aemk] Ackk2 cells were
resistant to Ca®* stress as Aemk! cells are (Figure 8B).
This result suggests that Ckk2 is the CaMKK involved in
Cmk! regulation under high Ca® concentrations. There-
fore, we examined Cmk]1 phosphorylation in Ackk2 cells
under Ca®* stress, and found that Cmk| phosphorylation

was lost in Ackk2 cells (Figure 8C), indicating that the
newly identified Ckk2 kinase is responsible for Cmkl phos-
phorylation in response to Ca**.

We also examined the Cde25 protein level in Ackk2 cells
compared to wild-type and Acmk! cells treated with Ca®*.
Cdc25 protein levels in Ackk?2 cells were similar to those in
Aembkl cells and, failed to increase during Ca®* response
(Figure 8D), reinforcing the claim that Ckk2 is in the same
pathway as Cmk] during Ca®* signalling.

DISCUSSION

Yeast cells adapt to a wide range of growth conditions
through activation of signalling pathways that detect and re-
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Figure 7. Overexpression of Cmk 1 causes cell cyde arrest through Cde25. (A) and (B) Wild-type (wt) and cdc25-94 cells containing the plasnmid pREP1-
cmkJ+TD were grown esther in the p (+B1) or ab (-B1) of thixmine on (A) plates or (B) in bquid media. Bar, 10 pm. (€) Western blot of
extracts from wild-type and cde25-94 cells expressang pREPlecmk/-TD grown either in the p e (+Bl) or ab («B1) of thuamine were probed
with anti-Cde2S antibodies (top), anti-HA antibodies to detect Cmk 1-TD (middle) and anti-PSTAIR antibodies to detect Cdc2 as a loading control. *
indscates unspecafic bands. (D) Tmme course of wild-type (wt) and Acmk/ cells :xpoud o mo mM CaCla. The Cde25 protein kevel was analysed at the
times indicated by Western blot using anti-Cde25 antibodses (top) and Cde2 was probed as a loading 1 with anu-PSTAIR antibodies (bottom).

Table 1. Basic local alignment search tool for the Ckk2 (GenBank 1D 162312133) protein with CaMKK, CaMKK2, CaMKK1 and Sspl

Protein Ckk2 cover E value Identities GenBank 1D
CaMKK2 86% 6e =52 3% 27437015
Sspl 63% 2e-30 3% 19075860

CaMKK1 2% de-14 28% 14150045
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Figure 8. Ckk2a new CaMKK in fission yeast. (A) Comparison of amino acid sequences of human and 5. pombe CaMK K. Human CaMKK2 (CaMKK2),
human CaMKKI1 (CaMKK1), S. pombe ckk2 (Ckk2) and S. pombe xspl (Sspl ). Multiple sequences were aligned with Clustal Omega. (B) Ca®* sensitrvaty.
Wikd-type (wt), Acmk ], Ackk2 and Acmk! Ackk2 cells were grown in Y ES medium and spotted on YES plates containing different concentrations of CaCly
and incubated for 3 days at 30°C. (C) Time course of wild-type (wi) and Ackk2 cells exposed to 100 mM CaCly. The Cmk| protein and phosphorylation
mobelity shafl were analysed at the times indicated by Western blot usng anti-HA antibodses (top) and Cde2 was probed as a loading control with anti-
PSTAIR antibodies (bottom). (D) Time course of wild-type (wt), Acmk] and Ackk2 cells exposed to 100 mM CaCly. The Cde2$ protemn level was analysed
at the tmes indscated by Western blot using ants-Cdc2S antibodies (top) and Cde2 was probed as a loading control with anti-PSTAIR antibodies (bottom).
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spond to changes in the environment. An increase in Ca™
activates phosphatase caleineuring, promoting survival un-
der these conditions in part by dephosphorylating the Przl
transcription factor in fission veast (18). Upon dephos-
phorylation, Przl translocates from the cytosol o the nu-
cleus, where it activates gene expression. Activation of Przl
must be reversible in order to mamtain cell homeostasis.
In budding veast and mammalian cells, it has been shown
that rephosphorylation of calcineurin-dependent transcrip-
tion factors, Crzl and NFAT, respectively, upon activa-
tion of gene expression is a key process i the Ca®™ re-
sponse (46). In budding yeast, calcineunin dephosphory-
lates Crzlp and causes its rapid translocation from the cy-
tosol Lo the nucleus. The casein kinase [ isoform Hrr25,
cyclic AMP-dependent protein kinase A (PKA) and PhoB5
cycling-dependent kinase act to negatively regulate Crzl
(21.25.47). After adaptation to calcdum stress, Crel relo-
calises from the nucleus to the cytoplasm. The phospho-
rylation status of Crzl has been shown to influence this
shuttling by altering its rates of nuclear import and export
(48.49). Furthermore, the regulation of Crzl by multiple
kinases in budding yeast is analogous to the regulation of
the mammalian functional homolog of Crzl, NFAT. Nu-
clear export of NFAT responds to phosphorylation by mul-
tiple kinases (46). Moreover, in human, cardiovascular dis-
eases such as hypertrophy (30,51), nevrodegenerative dis-
eases such as Alrheimer’s (51-33) and tumour progression
by inducing angiogenesis {54-56), are promoted by persis-
tent NFAT activation. Therefore, considerable research has
focused on studying the mechanisms of negative regulation
of calcineurin-dependent transcription factors.

In fission yveast, a genetic screen Lo isolate Przl regulators
identified Pkal kinase; however, cAMP had no effect on the
electrophoretic mobility of Przl, and phosphorylated Przl
was nol detected by phospho-PEA substrate-specific anti-
bodies { 30).

Or central gua! was to elucidate the role of Cmk | kinase
in response to Ca™™ . Here, we present evidence that Cmk|
is part of the feedback regulation whereby active Przl acti-
vates Cmk | expression which in tums inactivates the Przl
transcriptional function in response o an increase in czl-
lular Ca**. The expression of Cmk| increases both at the
mBNA and protein level in response to caleium, and Przl
i5 the transcription factor involved in the omk! mRMNA in-
crease. In addition, several lines of evidence indicate that
Cmkl is involved in the inactivation of Przl in response
to Ca**. First, the expression of Cmk| prevents Przl nu-
clear localisation in response (o Ca®*, thereby preventing
the activation of Przl-dependent transcription. Cmkl ac-
livity is necessary to inhibit Przl because expression of the
catalytically inactive form of Cmkl (Cmkl-KA) does not
affect Przl nuclear localisation. Second, Przl activity is
higher in cmk] deleted cells and lower when Cmk1 is over-
expressed. Third, Cmkl binds and phosphorvlates Przl i
vive. The overexpression of Cmkl causes a change in the
electrophoretic mobility of the Przl protein which is not ob-
served when the imactive Cmk |-EKA is overexpressed. Fur-
thermore, phosphorylation in the consensus site of Cmk|
kinase 15 detected in the inactive Przl, whereas this phos-
phorylation 15 absent in Acmk) cells Lastly and impor-

tantly, the cellular Ca® -resistance of Acmkl cells is sup-
pressed b;,f przi deletion or by deletion of an upstream lac-
tor of Ca-* signalling, such as calaneurin, phb! | indicating
that the lack of negative regulation of Przl and thus, the in-
crease in ranscription of its targets involved in the calcium
response, confers Ca**-resistance.

Przl activation tends to normalise intracellular Ca®* lev-
els through the expression of its targets. It was templing o
speculate that Cmk] would be involved in controlling in-
tracellular Ca®* levels. Thus, we also studied whether Ca®*
uptake and cellular Ca® concentrations were affected by
the absence of Cmkl. We have monitored a change in in-
tracellular free Ca®™ concentrations with the Ca™ sensor,
yellow Cameleon-nanol3 (57,58). Upon addition of Ca®™,
images of CFP and YFP emission spectra were taken and
the YFP/CFP ratio was calculated. The YFP/CFP ratio in-
creased significantly in both wild-type and Acmik! cells al~
ter Ca™ treatment (Supplementary Figure $3), indicating
that changes in intracellular Ca®* levels are not sufficient to
provide Ca™ -resistance despite the slight decrease in Ca™
levels observed in Acmk! cells

In fission yeast, overexpression of Przl induced slow
growth and small cell morphology similar to that of con-
stitutively active calcineurin (30.39). We found that overex-
pression of Cmk | counteracts the effect of Przl and the cells
recover the wild-type phenotype (Supplementary Figure
54). This observation is interesting because previous studies
were conducted on fission veast o determine whether the
overexpression of known kinases that oppose calcineurin-
dependent activation, such as GSK3 homologues (GSk3
and Gsk3l), DYRE family kinases (Poml, Ppkl5 and
Prp4). p38 MAPK homologues (Styl), PKC homologues
(Fck2), ERK MAPK homologues (Pmkl) and pheromone
responsive MAPE (S5pkl). repress the phenotype caused by
overexpression of Przl in fission veast; but none of them
did (30). However, despite the overexpression of Cmk 1 nes-
cues the slow growth phenotype induced by overexpression
of Przl, it is not sufficient to indicate that Cmk] acts di-
rectly over Przl, the effect could also be due to the cell cycle
regulation by Cmkl.

In fission veast, it has previously been reported that the
constitutively active form of Cmk | blocks cell cycle progres-
sion, although the mechanism remains elusive (%), We found
that in response 1o an increase in calcium, Cmkl blocks
the cell eyele through phosphorylation of the Cde23 protein
phosphatase.

This result contributes to generalising a function already
defined for members of the CaM-dependent kinase Tamily,
such as Chkl, Srkl and MAPK-K2, which, in response 1o
different genotoxic or environmental stresses, blocks cell di-
vision through phosphorylation of Cde25 (37.41.60).

We found that Ca=" signalling also provokes phosphory-
lation of Cmkl. As indicated, Cmk| activity depends on
Ca® f{CaM and full activation is reached upon phospho-
rylation at T192: the CaMKK consensus site (9). There-
fore, the CaMEK Sspl was the candidate to phosphory-
late Cmk 1 in response Lo Ca®*. However, Siplis nPl the ki-
nase that phosphorylates Cmk | in response to Ca™". Cmkl
phosphorvlation takes place in Asspl cells exposed o Catt,
and Asspd cells are not resistant to high levels of Ca® con-
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Figure 9. Model depicting the role of the Ckk2Cmk| pathway in Cat
response. An increase in intracellular Ca®™ levels resulls m actvation
of Ca?*CaM-dependent protems, including the phosphatase calaneurin
(Pphl ) and the Ca®* CaM-dependent kinases Cmk | and Ckk2. Pphl de-
phosphorylates Prel leading 1o i nuclear translocation and activatson
of ekt gene transcription. In parallel, activation of Ckk2 phosphory-
laitess amad Tully activates Cmk | which phosphorylates and mactivates both;
Cdc25 and Przl, promoling ther nudear exporl.

sistent with having Cmk1 active. Therefore, we focused on a
second gene of 5. pombe showing homology to mammalian
CaMEKs: SPCCI919.01, named Ppk34 as an uncharac-
terised putative prolein kinase 34 in a svstematic deletion
analysis of fission yeas! kinases (45). Due to its homology to
the CaMEKs, we have renamed it Ckk2. We found that like
Acmek ! cells, Ackk? and Acmk! Adkk2? deleted cells are re-
sistant to high concentrations of Ca®*, supporting the idea
that Ckk2 shares the same pathway as Cmk . Anidea which
15 confirmed by our observaiion that Cmkl ghusphur}'la-
tion is abolished in Ackk? cells exposed to Ca™ . Addition-
ally, Ckk2is also involved in Cde23 stabilisation in response
to Ca®* stress corroborating the Ckk2-Cmk] axis. Further
experiments will be required Lo assess how Ckk2 is regu-
lated.

In summary, we have identified a novel member of the
CaM-dependent kinase family, the CaMEEK. Ckk2, which
15 involved in the activation of Cmkl by phosphorylation
in response Lo Ca™ . Furthermore, we have also identified
a novel physiological role for Cmkl in regulating the cal-
cineurin signalling pathway by phosphorylating Przl.

Under normal growing conditions, calcineurin (Pphl),
Cmk | and probably Ckk2 are inactive (Figure 9), and under
these circumstances, Przl remains in the evtoplasm, phos-
phorylated by Cmk| and most probably by additional ki-
nases, since the deletion of omkd does not provoke the im-
mediate translocation of Przl o the nucleus. In response
Lo an increase in Ca®t, the Ppbl, Cmkl and Ckk2 proteins
are activated. In this scenano, active Ppbl activates Przl
by dephosphorylation and consequently Przl translocation
Lo the nucleus to activale its targei genes, one of which is
emkl. An increase in Ca® also activales Cmk]. Activa-

Nucleic Acidy Research, 2004, Vol 42, No. 15 9585

tion of Cmkl kinase occurs in two steps, first by binding
Ca® /CaM and second through phosphorylation by Ckk2
(Figure 9). Active Cmkl has two important functions dur-
ing the Ca'* response that maintain cell homeostasis: inhi-
bition of cell cyvele progression by phosphorylation of the
Cdc25 protein (Figure 9) and inhibition of Przl-dependent
transcription, which can be toxic to the cell, through phos-
phorylation of Przl and subsequent exil from the nucleus
(Figure 9). Thus, while both activation and inactivation of
Przl is regulated by Ca* the kinetics is dilferent. The acti-
vation by Ppbl s faster than the following inactivation by
Cmkl.

In mammalian cells the kinase CaMEIL a member of
the CaM-dependent kinases, 15 also activated in response
to Ca®* inhibiting NFAT nuclear translocation by directly
phosphorylating caleineurin. CaMEKII mediated phospho-
rylation of calcineurin has been widely reported (61-63).
Specifically, studies in cardiac myocyles have indicated
that an increase of Ca® activates two cytoplasmic signals
with opposite effects on calcineurin activity. The increased
caleineunn-mediated NFAT nuclear translocation was the
dominant effect of elevated Ca™, with CaMEKII acting as
negative regulator. Together calcineurin and CaMEIT de-
termine NFAT nuclear translocation, hypertrophy and pro-
survival signalling (62). Additionally. in the nervous system
has besn reported, that cytosolic Ca* signals mediate the
bidirectional responses of growth cone, attraction or repul-
sion are induced by CaMEI and calcineurin, respectively.
Interestingly, a relatively large local Ca?* elevation prefer-
entially activates CaMEII which induces attraction; while
a modest local Ca®™ signal predominantly acts through cal-
cineurin producing repulsion (63).

Our results also indicate that Ca®* stress activates two oy-
tosolic signalling cascades with opposite effects on Przl nu-
clear activity: the Pbbl and the Ckk2/Cmk| cascades It
would be mteresting Lo study whether Cmk2 kinase is also
involved in Phbl inhibition by direct phosphorylation and
o determine whether there is a balance between Cmk2 and
Pbbl depending on the cytosolic Ca® level,

Moreover, due Lo the functional analogy, it should be in-
teresting to siudy whether the CaMEK fCaMEK | axis regu-
lates NFAT expression in addition to CaMEII in patholo-
gies such as Alrheimer’s disease, muscular hypertrophy or
cancer progression and metastasis, where hyperactivation of

MWFAT has been detected (53,55,64-66).

SUPPLEMENTARY DATA
Supplementary Data are available at NAR Online.
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Abstract

Background

Calcium/calmodulin-dependent protein kinasa kinase (CaMEK) is required for diverse cellu-
lar functions. Mammalian CaMEK activates CaMEs and also the evolutionarily=consarned
AMP-activated protein kinase (AMPE). The fizsion yeast Schirosaccharomyces pombe
CaMKEK, Ssp1, is required for tolerance to limited glucose through the AMPK, Ssp2, and for
the integration of cell growth and division through the SAD kinase Cdr2.

Results

Here we raport that Ssp1 controls the G2/M transition by regulating the activity of the CabK

Srk1. We show that inhibition of Cde25 by Srk1 is regulated by Ssp1; and also that restoring
growth polarity and actin localization of s5o7-deleted cells by removing the actinemonomers

binding protein, twinfilin, is sufficient to suppress the ssp 1 phanotypa.

Conclusions

These findings demonsirate that entry into mitosis is mediated by a network of proteins,
including the Ssp1 and Srk1 kinases. Ssp1 connects the network of components that
ensures proper polarity and cell size with the network of proteins that regulates Cdk1-cyclin
B activity, in which Srk1 plays an inhibitory role.

Introduction

Among the Ca®*{CaM-regulated enzymes found in eukaryotic cells, the multifunctional Ca™/
calmodulin-dependent protein kinases {CaMEs) occupy positions of influence because they
communicate the Ca™* signal via phosphorylation to a wide range of substrates [1,2]. As one of
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the many serinefthreonine and tyrosine kinase families, the CaMEK group is distinguished by its
large number of constituent kinases [3-5]. Despite its nomenclature, however, only the classic
CaMEK subgroups such as the CaMEII family as well as the CaMER and CaMEICaMEIV fam-
ilies, are genuinely catalytically Cah.n’lfa.h'idtpcnd:nt. Most of the kinases in the CaME group
lack the characteristic Ca®* {CaM-sensitive regulatory domain. They nonetheless belong to the
CaMEK group, because they share significant homology in the primary structure of their kinase
domains [3-5]. In the genome of 5. pombe, five genes code for proteins that have a high simi-
larity with mammalian CaMEK sequences: Cmk1, Cmk2 and Skl show sequence similarity to
CaMFKs and; while Ckk2 and 5spl shows sequence similarity with CaMKEs. Among these,
omly the activity of Cmk1 kinase has been proven to be Cal*.l‘CaM-d:ptndcnl [£.7]. Cmkl
together with Clkk2 regulate cell growth in response to Ca® [7]. Recently, the CaMEE Ckk2 has
also been shown to be required for nitrogen-stress-induced AMP kinase activation (Ssp2) [£].
Cmk2 and Srk1 are related to the mammalian CaM-kinases and also to MAPEAP (MAPF
kinase-activated protein) kinases because they bind to and are activated by the MAPE (mito-
gen-activated protein kinase) p38/Styl [9-13]. Sspl also encodes a serinefthreonine kinase
with high similarity to the human CabM-kinase kinase (CaMEEK) (42% identity) [14], described
as the upstream activating kinase of CaME [2]. Although there is no evidence of any Ca®tf
CaM-dependent activity of 3spl, it has recently been shown that Sspl has a conserved putative
calmodulin binding domain (CED) and a short stretch outside the kinase domain when com-
pared to the amino acid sequences of human CaMEK] and CaMEKZ? [14]. In addition, Sspl
shares a functional substrate with human CaMEEs, the AMP-activated protein kinase (Ssp2)
[14-18]. Initially, Sspl kinase was reported to be required for growth polarity and actin locali-
zation at high temperature [19, 20]. Ssp1 mutants are unable to undergo the transition from
monopolar to bipolar growth (new end take-off, NETO) and cells delay cell cycle progression
into mitosis [1%, 20]. NETO requires the completion of DNA replication and a critical cell size
to be reached, indicating the existence of a signalling pathway that monitors these two require-
ments and regulates NETO during the cell cycle. Many of the genes involved in NETO have
been identified and subsequently classified into four groups. Protein kinases constitute the larg-
est group: Kinl (Par-1/MAREK-like), Poml (DYRE-like), Orb1 (PAK-like), Orbé and Sspl [21,
22]. %sp1 and Fom1 have recently been identified as part of a mechanism that controls cell
growth and division, in which the SAD family kinase Cdr2 plays a key role [23]. Cdr2 promotes
mitotic entry by inhibiting Weel kinase when the cell has reached the correct size. The activa-
tion of Cdr2 is achieved by the Sspl kinase through phosphorylation of a conserved threonine
residue {Thr166) in the activation loop of the Cdr2 N-terminal kinase. Moreover, during cell
growth, Poml also phosphorylates Cdr2 in the C-terminal domain, thus reducing Cdr2-T166
phosphorylation by Sspl. Therefore, the activation of the mitotic inducer Cdr2 by 3spl is inte-
grated with an inhibitory spatial gradient of Pom1 which ensures proper cell size control at
mitosis.

Here, we studied whether the CaMEE Sspl regulates the fission yeast family of CaM-depen-
dent kinases. We found that regulation of mitosis by Sspl is dependent on Srk1; we also found
a link between both Sspl and the actin-binding protein Twil, and the control of NETO. Srkl
and Twifl can thus be added to the list of members of the network that controls the integration
of cell growth and division.

Material and Methods
Fission yeast strains, media and techniques
The 5. pombe strains used in this study are listed in Table .
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Table 1. Schirosaccharomyces pomie strains.

Strain Genotype Source
RA2501  h- lew!-32 urad-D18 Lab stock
MAG h- ssp:awad leu1-32 wed-018 Matsusaka et al.1985
RA1530 h- srk = hanlXE lew!-32 urad-D18 Lab stock
RA1058  h- arklhanlXE ssploured leul-32 This work
RA2663 h- cmk ! kanidXE lew-32 urad-018 Lab stock
RADTTE  h- cmk2:urad feu?-32 wad-0N8 Lab stock
RAZ502  h- siyToured leu-32 wad-018 Lab stock
RA2726 h- cmk ! kanXE ssp1awed eul-32 This work
RA1057 - cmkZ2:urad s2p 1oursd lew 1-32 This work
RA2236  wee ! ursd ey l-32 wad-D18 Lab stock
E1200 h' coc25-94 leu 32 H. Piwnica-Worms & P. San-
Segundo
RA1873  h- ssplawad coc25-94 jew-32 This work
RA1848  h- fwd! kanhXE leu T-52 wred-018 This work
RA2120  h- ssp?:awad twil kanXG ku1-32 wed-018 This work
RA1TTS  h- for3 kanld¥8 lewl-32 urad-D18 This work
RA1TTE  h- ssplawad fordzkanMXE leuT-32 wed-018 This work
RA1B09  h- w1 13myc: kenhiX5 euw-32 wad-018 Lab stock
RA1870  h- ssp?:awad alp3-kanMXE beu1-32 ursd-018 This work
RA1B64  h- siol:kenldXE kw32 wed-018 This work
RA1B65  h- sspl:awad alp ! kanhMXE beu1-32 ursd-018 This work
RAD132  h- weel-50 leul-32 wad-D18 Lab stock
RA118  h- srk!=hanMXE wee 1-50 lew!-32 urad-D18 Lab stock
RA1843  h- ssplawad wes 50 leu1-32 wed-018 Lab stock
RA3423  h- ssplawad ekl kanhXE weel-50 leu1-32 ursd-018 This work
RA3302 h- srkl-hanMXE cdr2:hphMXE leu1-32 wad-DNE This work
RA3303  h- ssplawad skl kanhXE leu?-32 wad-0NE This work
RA3304 h- ssplawad ekl kandXE cord-hphi X5 lewl-32 This work

wad-018

dai10.137 1oumel pane 0143037 01

General yeast techniques and manipulations were carried out as previously described [24].
Cells were grown either in YE (yeast extract) medium or Edinburgh minimal medium (EMM)
with appropriate supplements. All strains were cultured at 30°C except during temperature-
sensitive assays, during which strains were grown cither at the permissive temperature of 25°C

or at the restrictive temperature of 36°C as indicated. 5. pombe transformations were carried
out using cither a lithium acetate method [25] or electroporation [26]. Gene deletion and epi-
tope tagging were carried out as described elsewhere [27]. DNA was prepared from bacteria
and isolated from agarose gels using CQiagen kits.

Immunochemical analysis and microscopy

Cells were grown from 6 h to overnight at 36°C, fixed with methanol at -20°C, mounted with
Mowiol (Calbiochem), and cell imaging was performed under a Leica SP5 Confocal Micro-
scope. For actin staining, cells were fixed with formaldehyde 60%, washed twice in PM Buffer
(35 mM K-FPhos pH 6.8, 0.5 mM Mg50,), permeabilized with 1% Triton X-100, washed twice
in PM Buffer, and stained with phalloidin conjugated- Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Molecolar
probes) for 40 min in the dark. Cells were mounted and cell imaging was performed under a
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Leica 5P5 Confocal Microscope. Image analysis and measurements were carried out using
Image |.

Immunoprecipitation and Western blotting analysis

Aliquots of 1 x 10° cells were kysed in buffer (150 mM NaCCl, 50 mM Tris-HCI [pH £0], 5 mM
EDTA, 0.1% Triton X-100, 10% ghycerol, 50 mM NaF, 1 mM PMSF, 1 mM NaVO, 5 pgiml
aprotinin, 5 pg/ml leupeptin). Protein immunoprecipitation was performed from cell extracts
with cither protein A or protein G Sepharose beads, and immunoprecipitates were washed four
times in lysis buffer prior to analysis. Proteins were resolved by SD5-polyacrylamide gel elec-
trophoresis (805 PAGE) and analyzed by Western blotting. The following primary antibodies
were used: polyclonal anti-Cdc25 (1/1000), monoclonal anti-HA (12CAS, Roche, Indianapalis,
IN; 1/1000); polyclonal anti-PSTAIR (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY; 1/1000), and
monoclonal anti-myc (9E10; 1/1000). Horseradish peroxidase conjugated anti-mouse or anti-
rabbit antibodies (Bio-Rad, Richmond, CA) were used as secondary antibodies. Membranes
were developed by enhanced chemiluminescence (ECL kit, Amersham-Pharmacia, Piscataway,
NI

Results
Deletion of Srk1 kinase suppresses the mitotic delay of ssp14

To assess the interaction between 5spl and previously identified CalME homologues in fission
yeast, we created double mutants between ssplA and the kinases comk24, sriclA and cmk 1A,
Their effects were analyzed at 35°C, at which the cell division of ssplA is arrested, leading to an
clongated phenotype. Only srklA rescecd the cell division arrest of ssp 1A cells (Fig 14 and 51
Fig). The cell elongation phenotype of sspla cells was also rescued by srk1A (Fig 1B).

Srk1 operates downstream of Ssp1 activity

To evaluate whether Srkl interferes with Sspl activity, the slow cell growth exhibited by over-
expression of Sspl was analyzed in srk1A and cmik2A cells. Only srk 1A cells suppressed the
slow growth related with Sspl overexpression (Fig 2A), indicating that 5rk1 is necessary for
Sspl activity. In order to rule out the possibility that the deletion of any negative regulator of
mitosis could suppress the Sspl slow growth phenotype, Sspl was also overexpressed in weelA
cells. Deletion of weel did not suppress the slow growth related with $spl overexpression (Fig
ZB).

Srkl was overexpressed in sspld cells and the cell cycle arrest caused by the overexpression
of 5rk1 was not abolished, indicating that Sspl is upstream of Srkl (Fig 2C). The same was
done with Cmk2, and as shown in Fig 2C, deletion of sspl did not abolish the cell cycle arrest
caused by Cmk2, showing that Cmk2 and Sspl are independent.

Deletion of Ssp1 increases the abundance of Cdc25ina
Srk1-dependent manner

Srkl inhibits the G2/M transition by phosphorylation of Cdc25, which provokes Cdc25 stabili-
zation through binding to the 14.3.3 protein Kad24 [10]. The fact that the srkl mutant sup-
pressed the cell cycle delay of ssplA suggests that Srk1 was activated and consequently,
inhibited the cell cycle progression in ssplA cells. To test the activation of Srkl we analyzed the
levels of Cdc25 protein in sspld and sspld srklA cells compared to the levels in srkIA cells as
negative control. Cde25 protein levels were stable, being increased in sspla cells and decreased
in the double mutant ssplA srklA as in srk1A cells (Eig 34).

PLOS OME | DOI:10.137journal pone 0143037 Movemnber 17, 2015 4118
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A

B

C
Strain Length at division (um)  Stadistic significance (compared to wt)
wt 113212
ssplA 25804 p< 0.0001
srk1A 102+11 ns
ssplAsrkiA 138+1.7 ns

Fig 1. Srk1 deletion rescues cell cycle arrest due to the absence of Ssp1. A_ Wild-type (wt), ssp14, srk14 and ssp1A srk14 cells were grown on YES
plates for 3 days at 25°C and 35°C. B. Wild-type (wt), ssp14, srk14 and ssp 14 srk 14 cells were grown at 25°C in YES liquid medium to mid-og phase before
being transferred 1o 35°C for 9 hours and visualized microscopically. Scale bar, 10 pm. C. Length of dividing septated celis of the indicated strains

(mean = SD: n >50 for each value). Stadistic significance compared to wild type performed by t-test analysis of 3 values.

dot:10.1371foumal. pone. 0143037 g001

To further investigate whether Srk1 delays the ssp1A cell cycle by inhibiting Cdc25, we
assessed the cell cycle progression of ssplA cdc25-9A double mutant cells, in which the endoge-
nous cdc25 gene has nine Srkl1-phosphorylation sites mutated to alanine. We observed that
mutation of Srk1-phosphorylation sites of Cdc25 abolished the cell cycle arrest of sspIA (Lig

PLOS ONE | DOI:10.137 1/journal.pone. 0143037 November 17,2015 5/16
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wt K cmk2A
pREP1-ssp1
+B1 -B1
B
pREP1-ssp1 pREP1-ssp1
+B1 -B1
C
wi sspia

pREP1-cmk2

pREP1-srk1

+B1

Fig 2. Ssp1 acts upstream of Srk1. A. Wild-type, ssk 1A and cmk2A celis transformed with pREP1-ssp 71
were grown in liquid culture cells, either in the absence of thiamine (-81) or presence of thiamine (+81) for 3
days. B. Wild-type and wee 14 cells transformed with pREP1-sspT were grown in liquid culture cells, either in
the absance of thiamine (-81) or presence of thiamine (+81) for 3 days. C. Wild-type and ssp14 cells
transformed with pREP1-cmk2 and pREP1-srkT were grown in liquid culture cells, either in the absence of
thiamine (-B1) or presence of thiamine (+B81) for 3 days.

dok:10.1371joumal pone. 0143037 g002
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A 1.2 4
> o 1

> i > 3 08

AD A A © g6 -

& & s %]
. — - | € Cdc25 % 0'2

3 02

S S <- o 0-

srk1A  ssplA  sspid

srk14
B
sspla
ssplA cdf:ZS-QA sspiA
cdc25-9A cdc25-9A
25°C 35°C

C
D

Length at division (um) _Stadistic significance (compared to wt)

124409 - _
26.8+23 p<0.01
sspld Cde25-9A 116+1.1 ns

Fig 3. Srk1 Is activated In ssp14 cells, causing accumulation and phosphorylation of Cdc25. A. Cell extracts were prepared from ssp 14, srk1A and
ssp14srk1A celis and analyzed by Westem blot to monitor the levels of Cde25 with anti-Cdc25 (top) or Cde2 with anti-PSTAIR antibodies as a loading
conirol (bottom). The graph represents the quantfication of the Cdc25S protein level regarding the Cdc2 load control. B. Wild-type (wt), ssp14, cdc25-9A and
ssp1Acdc25-9A cells were grown in YES media for 3 days at 25°C and 35°C. C. Wild-type (wt), ssp14, cdc25-9A and ssp1A cde25-9A cells were grown at
25°C in YES liquid medium to mid-log phase betore being transferred 1o 35°C for 12 hours and visuallzed microscopically. Scale bar, 10 pm. D. Length of
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dividing sepiated cells of the indicated strains (mean + 50; n >50 for each value). Stadistic significance compared 1o wild type performed by t-test analysis of

Jvalues.

dot10.137 1 foumal pone 143057 9003

3B). The cell elongation phenotype of ssplA cells was also rescued by cdc25-94 (Fig 30 and
3. We conclude that Srkl inhibitory activity is required for cell division arrest in ssp14 cells.

Ssp1 is necessary to maintain cell viability in the absence of Wee1 and
Srk1

It was recently reported that Sspl activates Cdr2 which in turns inactivates Weel kinase when
cells reach mitotic size [23]. We have analyzed the cell growth of the double mutant ssp14
cdr2d at 35%C; as expected, cell growth was arrested as in sspld cells (Fig 4A). Moreover when
stk was deleted from the ssplA cdr2A cells, cell growth was restored (Fig 44).

We next analyzed whether the absence of weel kinase rescued cell growth arrest in sspla
cells. As Fig 483 shows, cell growth is not rescued by the loss of weel (weel-50 mutant). We also
examined the double mutant weel-150 srk14; it was interesting to observe that cells growth
better than weel-50 or srkl1A single mutants (Fig 48). When sspl was deleted in the double
mutant weel-150 srik 1A cell growth was arrested (Fig 45).

Bipolar growth defects of ssp14 cells are independent of Srk1

Sspl is required for the efficient initiation of a second site of polarized growth at the NETO
[19, 20]. We analyzed whether Srkl is involved in this Sspl function by examining the actin
localization in the double mutant sspld srk1A cells. As shown in Fig 5, actin patches were accu-
mulated in one cell tip in sspld srklA cells as in the single mutant ssplA (Fig 54 and 58). Thus,
the monopolar growth of sspiA cells is not controlled by Srk1 activity.

Deletion of twinfilin (fhwi1) rescues ssp1A bipolar growth defects

ssplA cells show the monopolar localization of actin patches and therefore monopolar growth.
It is also known that activation of actin mobilization is sufficient for reestablishing bipolar
growth in ssplA cells [19]. Twinfilin {Twfl) is an actin-monomer-binding protein that inhibits
nucleotide exchange on actin monomers and prevents assembly of the monomers into fila-
ments [28]. Therefore, we investigated whether the Twfl protein is involved in Sspl-actin
dynamic regulation. We analyzed the actin localization of twfl4 and the double mutant ssp 14
twflA cells and found that deletion of twfl suppressed the monopolar localization of the actin
patches in ssplA cells, thus activating NETO (Figs 6.4 and 5H).

We next analyzed whether twflA rescued the ssplaA growth defect at 35*C and indeed, dele-
tion of twfl suppressed ssplA lethality at 35%C (Eig 61).

Analysis of the cell length also indicated that twflA suppressed the cell cycle delay of ssp14
cells manifested as an elongated phenotype (Fig 60).

To study whether Sspl regulates Twfl directly, the interaction between 3spl and Twil was
analyzed. Cells co-expressing 5spl or Sspl1-KA (catalytically inactive 5spl) and Twfl tagged
with different epitopes (3spl/5spl-KA-HA and Twfl-myc respectively) were pulled down
from exponentially growing yeast cell extracts. 3spl/5spl-FA was immunoprecipitated with
anti-HA-beads and the presence of Srkl-myc was examined by Western blot. As Fig 600 shows,
Twil was pulled down together with Sspl and also with the catalytically inactive Ssp1-EA.
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A

35°C

srkla srk1A

cdr2A cdr2A

srk14 srk14

cdr2A \ SSka ;j cdr2A 5 \ :s’k ;‘;
sspiA B sspla o TR
srk14 car2A srk14 cdr2A
cdr24 ssplA cdr2A sspia
srki1A4 srk1A4
sspila sspla
Srk714 srk14 srk14 Srk14
weel-50 sspia weel-50 sspl4
l  Ssrk1A srk1A4
weeT-50 weel-50  weel-50 weeT-50
ssplAa sspla sspia sspla

Fig 4. The rescue of the slow growth of ssp1 deletion by srk74 Is abolished by the absence of wee1. A Wild-type (wt), ssp14, srk14, cdr2A and the
double mutants ssp 1A srk14, ssp1A car24, srk14 car24 and the triple mutant ssp 14 srk1A cdr2A cells were grown in YES plates for 3 days at 25°C and
35°C. B. Wild-type (wt), ssp14, srk14, wee 1-50 and the double and triple mutants ssp 1A wee1-50, srk 1A wee1-50, ssp1A srk14, and ssp14 srk1 A weel-50
celds were grown In YES plates for 3 days at 30°C and 35*C.
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A
srk1A
550714 5rk71A
B
Strain Monopolar cells (%) | Bipolar cells (%) Septated cells (%)
wt 43.7+1.5 367206 21.3+15
s5plA B2.3+1.1 **= Jabth1 * 07.0+ 1.0 ==*
srk1A g3+l *r 45,0+ 1.0 *= 187+ 3.8 ns
twifl4 427+ 2.5 ns 353+ 25 ns 21.7+21 ns
ssplAsrklA G667+ 2.5 **= 18.7+1.5 *** 17.0+1.0 *
sspl A ewflA 3IBeE+12 * 383142 ns 227437 ns

Fig 5. Monopolar actin distribution in double srk{ sap1-deleted cells. A. Localzation of actin in wild-type, 2sp 14, srk 14 and sgo 1.4 srkTA cells grown at
35%C for 12 hours and visualized microscopically, single focal planes. Scale bar, 10 pm. B. Frequency of growth polarity after 8 hours at 35°C. Mext to the

frequency is shown the stadistic significance compared to wild-type by T-test of 3 values of each strain. The p value of the symbols s p > 0.05 (ns). p < 0.05
(*}, p< 0001 (%), p < 0.001 (***)and p < 0.0001 (****).

doi:10.1371§oumalpone. 0143037 o005

Discussion

Srk1 activity in G2/M transition is dependent on Ssp1

The activation of Cdkl-cyclin B and the subsequent triggering of mitosis is controlled by the
phosphorylation status of the Cdk1 catalytic subunit. Cdkl phosphorylated by Weel blocks
mitosis activation until Cde25 phosphatases remove the phosphate to drive division. Moreover,

entry into mitosis is mediated by a network of proteins that regulate the activation of the Cdkl

complex. Within this network, several components act to swing the balance to a mitotic com-
mitment by ensuring the complete activation of Cdkl. Here, we report that the CaMEEK Sspl is
one of the players that ensures activation of Cdkl by negatively controlling Srk1 and thercby

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal pone 0143037  Movernber 17, 2015
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A
twflA
B
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wt twfla sspla sspl1A twflA
J
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— ) o , “/’1/ /////‘ —
‘//’, )/j - /:J 4
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pREP1-Ssp1 pREP1-Ssp1-KA
+B1 -B81 +B81 -B1
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Fig 6. Absence of twinfilin restores bipolar actin localization and cell division of ssp1-deleted cells. A. Localization of actin in wild-type, ssp14, twflA
and ssp1A twflA cells grown at 35°C for 12 hours and visualized microscopically, single focal planes. Scale bar, 10 pm. B. Wild-type (wt), ssp1A, twf14 and
ssp14 twil A cells were grown on YES plates for 3 days at 25°C and 35°C. C. Wild-type (wt), ssp14, srk14 and ssp14 srk1A cells were grown at 25°C in YES
liquid medium to mid-log phase before being transferred to 35°C for 9 hours and visualized microscopically. Scale bar, 10 um. D. Ssp1 interacts with Twf1.
Twf1-8myc cells were transformed with pREP 1-ssp1 and pREP 1-ssp 1-KA and grown in the presence (+B81) or absence (-B1) of thiamine. Ssp1-HA was
Immunoprecipitated from cells extracts and analyzed by Westem blot for the presence of Ssp1 and Twf1 with anti-HA and anti-myc antibodies, respectively.

dol:10.137 1jcumal. pone. 0143037 9005
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allowing Cdc25 activation. Dieletion of sspl arrests the cell cycle in the G2/M transition. This
cell cycle arrest appears to stem from Srkl activation. This is supported by our results showing
that deletion of srkI rescues cell cycle progression of the arrested ssplA cells.

The activation of 5rk] provokes Cdc25 phosphorylation; Cdc25 activity is consequently
inhibited and the Cdc25 protein stabilized [10, 11]. The stabilization of Cdc25 ensures its rapid
incorporation and the activation of Cdk] after the arrest [10]. We showed that the Cdc25 protein
is stabilized, and thus protein levels increased, in sspl-depleted cells, and decreased when sricl
was removed from these cells. This indicates that the maintenance of Cdc25 protein is dependent
on 5rkl kinase. Further evidence that cell cycle arrest in sspl-deleted cells is due to Cdc25 inhibi-
tion dependent on Srk1 activity was provided by the finding that mutation of Srk1-dependent
phosphorylation sites in Cdc25 was sufficient to rescue the cell cycle arrest of ssp 1A cells.

Furthermore, we also analyzed the overexpression of Sspl in the srk] mutant. Sspl overex-
pression caused slow growth and an abnormal phenotype, cells showed a pear or round shape,
due to the actin misallocation by Sspl [19]. The slow growth and abnormal phenotype result-
ing from Sspl overexpression was rescued by deleting srkl. This observation does not correlate
with the role of Sspl in the cell cycle by regulating negatively Srkl. Accordingly, overexpression
of Sspl in srkl deleted cells should be the same as overexpression in wild type cells; but that
was not the case. However this observation indicates that Srk1 is necessary for the Sspl mor-
phological function regarding the cytoskeketon.

Mitotic commitment is integrated with cell size control. The key to this integration is the
SAD family kinase Cdr2, which organizes cortical nodes in the center of the cell and promotes
mitotic entry through the inhibition of Wieel [2%, 30]. It was recently reported that Ssp1 acti-
vates Cdr2 through the phosphorylation of a conserved threonine residue (T166) in the activa-
tion loop. The level of Cdr2-threonine 166 phosphorylation increased along the cell cycle and
was reduced in a Pom1-dependent manner, before the cells reached mitotic size [23, 31]. Inter-
estingly, while the double cdr2-T166A ssp1A mutant cells showed the same phenotype as ssplA
cells, the double mutant cdr24 ssplA showed an enhanced phenotype. Cells were longer than
in the cdr2-T166A ssplA mutant [23], indicating that the Ssp1-Cdr2 axis must exert additional
cell cycle control. This observation correlates with owr results which indicates that Srkl activity
is connected with the Sspl-Cdr2 axis and cell size control, as deletion of srk] rescues cell
growth of the double mutant cdr24 ssplA. Therefore, Sspl kinase causes the onset of mitosis
via activation of Cdr2 and Cdc25, by controlling Srk1 activity. Moreover, if Sspl inhibits Weel
through Cdr2, we may expect that weel deletion would rescoe sspla cell cycle arrest; but that
was not the case. Even when cell cycle was accelerated due to the loss of both the weel and srkl
genes, deletion of sspl blocked cell cycle progression. This observation points the role of Weel

in cell morphology together with Sspl.

Ssp1 operates as a sensor of actin flowthrough

5sp1 has also been identified as being necessary for the initiation of growth at the new cell end
(WETO) following division and stress-induced reorganization of the actin cytoskeleton in fis-
sion yeast [19, 20]. The sspI-deleted cells exhibited a monopolar actin distribution. Although
our data revealed that deletion of srkl rescues the cell cycle arrest of ssplA cells, it did not rees-
tablish bipolar growth; indicating that Srk1 is not involved in Sspl-actin allocation during cell
division_ [t was reported that NETO could be induced in ssp14 cells by exposure to ECl or
latrunculin A pulse treatment; both of which induce a transient redistribution of actin mono-
mers [20]. The experiments with this, we identified twinfilin as the actin-monomer-binding
protein involved in the bipolar-growth function of Sspl. Surprisingly, restoring the actin
monomer stream was sufficient to rescue cell oycle arrest of ssplA. We tested additional actin
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regulatory proteins such as formin (For3, Aipl and Aip3) [32-34] to examine whether the
absence of any actin-nucleator or actin-binding protein would rescue cell oycle arrest of sspld,
but found that the deletion of For3, Aipl or Aip3 had no effect (52 Fig).

Twinfilin is present in cukaryotes from yeasts to mammals. Despite its sequence homology
with ADFfcofilin, twinfilin binds to monomeric actin and does not promote actin-filament
depolimerization [35]. Twinfilin is an abundant protein that localizes in cortical actin patches
in wild-type yeast cells and this localization is dependent on a direct interaction with capping
proteins [36]. Twinfilin also interacts with phosphatidyliniositol 4,5-hiphosphate (IP[£.5]P2)
and its actin monomer-sequestering activity is inhibited by [P(4,5)P2 [36]. However, the mech-
anistic role of twinfilin in actin disassembly is unclear [37]. Mutations of twinfilin, in budding
yeast and Drosophila, result in an enlargement of cortical actin patches and defects in actin-
dependent developmental processes, respectively [38]. Furthermore, deletion of twinfilin from
budding yeast is synthetically lethal with certain cofilin and profilin mutations; this indicates
its role in the regulation of actin dynamics in vive [38].

Interestingly, in mammalian cells, twinfilin has been identified as a target of the microBNA-
30c (miR-30c) [3%, 40] and BunX2? transcription factor [41]. In breast cancer cells, twinfilin
promaotes epitheliat to mesenchymal transition and together with miK-30c regulates invasion
and chemoresistance [39, 40]. In addition, twinfilin regulates the expression of interleukin 11
(IL-11) at both the mRNA and protein levels; although the detailed mechanisms has yet to be
elucidated [39]. [t has been proposed, that twinfilin regulates [L-11 through sequestering the
actin monomers pool; as a consequence, a reduced actin monomer pool could release actin-
bound specific transcription factors, thereby activating its nuclear translocation [39].

Moreover, twinfilin was found to be upregulated in genome-wide mENA expression
changes in prostate cancer cells in response to Runx2 [41]. Runx? is an osteoblast master tran-
scription factor that is aberrantly expressed in prostate cancer cells and promotes their meta-
static phenotype. The major functions reported for the genes up-regulated by Bunx? belonged
to cancer progression. These genes encode transcriptional regulators, signaling molecules, pep-
tidases involved in tumor metastasis and actin cytoskeleton dynamics, where twinfilin was
included [41].

In fission yeast, nothing is known about the expression or dynamics of Twfl in cell cycle
progression. It is possible that Twfl regulates the cellular localization of specific transcription
factors associated with the actin cytoskeleton. Therefore, Twfl, by sequestering actin mono-
mers, may help to release the transcription factors and allow their nudear translocation; in a
way similar to that proposed in mammalian cells. However, neither do we know the mecha-
nism by which 3spl influences Twfl. Our results show that Twfl and Sspl coprecipitate, this
association could be located at the membrane. Since, Sspl localizes at the plasma membrane
under stress conditions [200, 42] and Twfl binds IP(4.5)F which inhibits its monomer-seques-
tering activity [36]. Further studies will be necessary to reveal the specific mechanism of Twfl
regulation and its role in cell cycle control.

Owerall, our data sugpest that Sspl is part of a complex of proteins that control cell cycle
progression, such as Srkl and Cdr2, as well as proteins that regulate actin polarization, such as
Twifl. It is thus proposed that 5spl is a sensor of actin flow to regulate cell cycle progression.

Supporting Information

51 Fig. Interaction between 5spl and the CaMKs, Cmk2 and Cmk] kinases. Wild type (wt),
cmbcIA. omk2A, ssplA, cmk 1A ssplA, ek 2A ssplA and stylA cells were grown in YES medium
and spotted on YES plates and incubated for 3 days at 25%C and 35%C.

(TIE)
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$2 Fig. Interaction of the Ssp1 with actin regulatory proteins. (A) sspI4, for34 and sspld
for3A cells were grown on YES plates for 3 days at 25°C and 35°C. (B) sspl1A, aiplA and sspl1A
aip1A cells were grown on YES plates for 3 days at 25°C and 35°C. (C) sspIA, aip34 and ssplA
aip3A cells were grown on YES plates for 3 days at 25°C and 35°C.

(TIF)
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