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Introduccion

1. Estrés de reticulo endoplasmico en levaduras.

1.1 Estrés de reticulo endoplasmico.

El reticulo endoplasmico (RE) es un compartimento membranoso dentro del cual ocurre
aproximadamente un tercio de la sintesis total de proteinas en las células eucariotas'-.
Este organelo es ademas, el principal sitio de almacenaje de calcio en las células de
mamifero y el segundo mas importante en las células de levadura (siendo el principal la
vacuola)’ . Debido a la importancia de estas dos funciones, mantener la homeostasis del
RE es vital para la supervivencia de las células eucariotas.

La homeostasis del RE requiere un balance entre la carga de sintesis proteica y un
adecuado control de la movilidad del calcio entre el organelo y el citoplasma®>®. Cuando
la homeostasis del reticulo endoplasmico se pierde, ocurre un evento que se denomina
Estrés de Reticulo Endoplasmico (ERE). El tipo de estrés de reticulo endopldsmico mas
estudiado es el que ocurre debido a una sobrecarga de la capacidad de sintesis proteica
del organelo. Al suscitarse dicho estrés, se desencadenan distintos eventos de sefalizacion
celular destinados a reestablecer la homeostasis del RE. La via de sefalizacion mas
importante para contender con el ERE es la Respuesta a Proteinas Mal Plegadas (UPR,
por sus siglas en inglés)*’.

La UPR esta conservada en todos los organismos eucariontes estudiados a la
fecha. En levaduras la via estd conformada por una sola rama: la via de Irelp; en
mamiferos la UPR ha adquirido un grado de complejidad mayor, siendo dirigida por tres
vertientes cuyas funciones son parcialmente redundantes’.

El adecuado funcionamiento de la UPR es esencial para la supervivencia en
eucariontes. Se han encontrado afecciones en la UPR en distintas enfermedades, como
Huntington, Parkinson y Alzheimer®’. De igual manera plantas como Arabidopsis
thaliana asi como varias especies de levaduras y hongos muestran afecciones en el
crecimiento y la viabilidad al ser tratados con inductores de ERE.

Los principales componentes de la UPR tanto en mamiferos, como en plantas y
hongos han sido descritos a lo largo de los afios. Sin embargo, también se han identificado
varias proteinas cuya funcion afecta la respuesta a estrés de reticulo endoplasmico pero

que se encuentran en vias de sefializacion paralelas a la UPR!*12,



1.2 La UPR de Saccharomyces cerevisiae.

En la levadura Saccharomyces cerevisiae, la via de respuesta a proteinas mal plegadas

consta de una sola rama formada por las proteinas Irelp, Haclp, y Kar2p.

Figura 1. UPR en
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Kar2p es una chaperona residente del reticulo endoplasmico que en condiciones normales
se encuentra asociada a Irelp. En presencia de proteinas mal plegadas, Kar2p se asocia
con ¢éstas y se disocia de Irelp; la pérdida de esta asociacion, favorece la dimerizacion y

posterior oligomerizacién de Irelp, asi como su activacion >’

Irelp es una proteina residente del RE que contiene un dominio en el lumen, una
region transmembranal y un dominio citosélico. El dominio luminal de Irelp es capaz de
reconocer proteinas mal plegadas debido a su alta atinidad por aminoacidos hidrofobicos
expuestos'>, en tanto que en el dominio citosolico se encuentran una region con actividad
de cinasa de serina/treonina, y otra region con actividad de endorribonucleasa. En
condiciones de estrés de RE, Irelp se dimeriza (y posteriormente forma oligdmeros) y se
transautofosforila; ambos eventos desencadenan la activacion de su actividad

endorribonucleasa, con la que reconoce y procesa el RNA mensajero de HACI*"!4,



Haclp es un factor de transcripcion que activa la transcripcion de genes de respuesta a
ERE. El mRNA de HACI posee un intrébn no convencional que es procesado tras la
activacion de Irelp en condiciones de ERE. La remocion del intrén de HACI permite que
su mRNA se traduzca en una proteina funcional para responder al estrés de reticulo

endoplasmico®!*13,

1.3 Inductores de estrés de reticulo endopldasmico.

En condiciones de laboratorio se utilizan dos tipos de inductores de ERE: agentes
reductores y agentes que inhiben la glicosilacion de proteinas. Ambos tipos de inductores
impiden el plegamiento adecuado de las proteinas en el reticulo endoplasmico y conllevan
a una pérdida de la homeostasis del organelo debido a una sobrecarga de proteinas
defectuosas. Por un lado, los agentes reductores destruyen los puentes disulfuro de las
proteinas, provocando su desplegamiento; en esta categoria de inductores se encuentran
el Ditiotreitol (DTT) y el B-mercaptoetanol (B-me). Por otro lado, los agentes que afectan
la glicosilacion de proteinas ejercen su funcion al impedir el crecimiento del arbol de
glicosilacion de proteinas en el RE; agentes de este tipo son la tunicamicina y la 2-desoxi-
D-glucosa (2-DOG). La tunicamicina inhibe a la enzima Alg7p que se encarga de
transferir UDP-N-acetilglucosamina al dolicol-fosfato. La N-acetilglucosamina es el
primer carbohidrato en afadirse al arbol de glicosilacion, por lo que la accion de la
tunicamicina impide de manera especifica y desde el comienzo la glicosilacion de
proteinas. Por su parte, la 2-desoxi-D-glucosa es un analogo de la glucosa y se incorpora
al arbol de glicosilacion; pero a diferencia de la glucosa, la 2-DOG impide la posterior
incorporacion de carbohidratos al arbol, dejandolo trunco. Un érbol de glicosilacion

trunco no puede incorporarse a las proteinas y detiene su procesamiento (Figura 2).

El uso de inductores de ERE que inhiben la glicosilacion de proteinas es preferible
debido a que afectan de manera directa el plegamiento de proteinas. A diferencia de los
agentes que impiden la glicosilacion, los agentes reductores tienen efectos en toda la
célula. La alteracion del estado REDOX de la célula conlleva a la activacion de otras vias
de respuesta a estrés que pueden confundir los resultados encontrados cuando se pretende

causar ERE.
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Figura 2. N-glicosilacion y plegamiento de proteinas en el reticulo endoplasmico. Se muestran
los pasos de la formacion del arbol de glicosilacion en el RE y las modificaciones cotraduccionales
que permiten a los polipéptidos alcanzar su correcto plegamiento. El arbol de glicosilacion comienza
con la fosforilacion del dolicol (1), seguido por la adicion de N-acetilglucosamina-fosfato (2) y la
adicion secuencial de una N-acetilglucosamina y cinco manosas (en la figura se omiten pasos por
simplicidad) (3); este pre-arbol es translocado de la cara citopldsmica del RE al lumen (4), donde se
finaliza su construccion con la adicion secuencial de cuatro manosas y tres glucosas (5). El arbol de
glicosilacion es incorporado de manera cotraduccional a los polipéptidos dentro del RE (6), y junto
con la catalisis de puentes disulfuro (7), permite a las proteinas alcanzar un plegamiento correcto
(8). La tunicamicina es un inhibidor competitivo de la enzima Alg7p que cataliza la incorporacion
de N-acetilglucosamina-fosfato al dolicol fosfato (9), por otra parte, la 2-desoxi-D-glucosa se
incorpora directamente en el arbol y trunca su crecimiento (10). Finalmente, los agentes reductores
como el ditiotreitol o el f-mercaptoetanol, rompen los puentes disulfuro de las proteinas. La accion
de cualquiera de estos agentes evita que las proteinas alcancen su estado nativo y favorece la
acumulacion de proteinas desplegadas (11) en el RE.

1.4 Via de Alta-Osmolaridad-Glicerol en estrés de reticulo endoplasmico.

La levadura Saccharomyces cerevisiae se vale de la via de Alta-Osmolaridad-Glicerol
(HOG) de Proteinas Cinasas Activadas por Mitégenos (MAPK) para responder a estrés

osmotico, sin embargo, se ha mostrado que varias de las proteinas que participan en esta



via son también necesarias para la supervivencia durante el ERE inducido por

tunicamicina (Figura 3)'°.
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Figura 3. Via de HOG en el estrés de reticulo
endoplasmico.

Mutantes nulas de genes de la via de HOG muestran
sensibilidad a tunicamicina. Se observa que la rama de
Sholp no esta implicada en la respuesta a ERE. La
mutante nula del regulador de respuesta Ssklp es
menos sensible a tunicamicina que las mutantes de
genes del bloque de MAPKs (Pbs2p y Hoglp). Figura
tomada de Torrez-Quiroz, F. et al.'’.

La via de HOG tiene dos ramas de sefializacion que convergen en la MAPKK de
andamiaje Pbs2p'® (Figura 4); inicamente la rama de SInlp es necesaria para responder
a tunicamicina. La rama de SInlp consta de dos mddulos de sefializacion: un sistema de
fosforrelevo y un bloque de MAPKs!"2°. Mutantes nulas para genes de ambos médulos
de sefializacion presentan sensibilidad a tunicamicina, sin embargo, es notable que las
mutantes nulas de los genes del bloque de MAPKs son mas sensibles que la mutante del

regulador de respuesta del fosforrelevo (Figura 3).

Estrés hiperosmético Figura 4. Via de HOG
Via de respuesta a estrés

Membf","“ hiperosmotico. La via de HOG se
plasmatica
compone por dos ramas
parcialmente redundantes que
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Modificado de Maeda, T. et al.'S.
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pared celular osmoadaptativa

Estrés hiposmético



La sensibilidad a tunicamicina de las mutantes nulas de genes de la rama de SInlp indica
un entrecruzamiento de la via de respuesta a estrés osmotico y la via de respuesta a ERE.
Tal entrecruzamiento ha sido poco estudiado, y atin no se comprende por completo de

qué manera participan las proteinas de la via de HOG en la respuesta a tunicamicina.

2. Sistemas de fosforrelevo

2.1 Senalizacion por fosforrelevo

Los sistemas de fosforrelevo son modulos de sefializacion conformados en su forma mas
simple por una cinasa de histidinas y un regulador de respuesta. La proteina cinasa de
histidinas funge como sensor de estimulos ambientales, en tanto que el regulador de

respuesta es el efector del sistema. Los sistemas de fosforrelevo mas simples se

denominan sistemas de dos componentes®'2,
A ESTIMULO B ESTIMULO C ESTIMULO
' I 1

ATP ATP
D = 1= ATP D —— P -H=
ADP > ADP (]

e CONECTOR
> HISTIDINA-
— H —

AUAV,

HISTIDINA-
-H=- FOSFOTRANSFERASA FOSFOTRANSFERASA
REGULADOR DE —— —— >REGULADOR -D= REGULADOR DE
RESPUESTA DE RESPUESTA . RESPUESTA
1 1
RESPUESTA RESPUESTA RESPUESTA

Figura 5. Sistemas de fosforrelevo. Los sistemas de fosforrelevo pueden ser de tres
tipos: A. sistemas de dos componentes, B. sistemas con multiples componentes, o C.
sistemas hibridos. Ante un estimulo el sensor se autofosforila en el dominio HK y el
fosfato es transferido secuencialmente hasta llegar al regulador de respuesta. HK:
dominio histidina cinasa, REC: dominio receptor, EF: dominio efector, Hpt: dominio
histidina-fosfotransferasa, P: fosfato, H: histidina, D: aspartato.

En un sistema de dos componentes, la proteina sensor tiene dos dominios principales: un
dominio sensor y un dominio de histidina cinasa (HK); el regulador de respuesta tiene

también dos dominios: un domino receptor (REC) y un dominio efector (Figura 5).
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La sefializacion por fosforrelevo ocurre cuando la proteina sensor se activa debido
a un estimulo; al activarse, el sensor se dimeriza y se transautofosforila en un residuo de
histidina aledano al dominio HK. El fosfato es transferido del sensor hacia el regulador
de respuesta en un residuo de aspartato localizado en el dominio REC del regulador. La
trasferencia del fosfato siempre ocurre desde un residuo de histidina hacia un residuo de
aspartato. En su forma fosforilada, el regulador de respuesta se encuentra activo y puede
efectuar su funcion. Aunque es comun que la funcion del regulador de respuesta sea de
regulacion transcripcional, se han descrito reguladores de respuesta que desarrollan otro

tipo de funciones®' 2.

Existen también sistemas con multiples componentes y sistemas hibridos. En los
primeros, puede haber uno o mas intermediarios de transferencia de fosfato
(componentes) entre la proteina sensor y el regulador de respuesta, a su vez, una sola
proteina sensor puede asociarse con multiples reguladores de respuesta. De la misma
forma que en los sistemas de dos componentes, el intercambio del fosfato entre los
distintos intermediarios ocurre siempre entre un residuo de histidina y un residuo de
aspartato. Los sistemas hibridos son un subtipo de sistema con multiples componentes en
los que dos o mas componentes se encuentran fusionados en una sola cadena

22,24

polipeptidica

Los sistemas de fosforrelevo son muy comunes en bacterias, donde han adoptado
una gran diversidad de funciones y son un mecanismo esencial de sefializacion®!. En
contraste con lo que se encuentra en bacterias, en eucariotes los sistemas de fosforrelevo
son poco frecuentes. Se han encontrado Unicamente en plantas, hongos, y algunos
amebozoa, en tanto que no se ha identificado ningin sistema de fosforrelevo en

metazoarios>2.

2.2 El sistema de fosforrelevo de Saccharomyces cerevisiae

La levadura Saccharomyces cerevisiae posee unicamente un modulo de sefializacion por
fosforrelevo®>%¢. Este sistema estd compuesto por Slnlp, una proteina sensor hibrida;
Ypdlp, una histidina fosfotransferasa (Hpt); y dos reguladores de respuesta, Ssklp y
Skn7p'"1.

El sistema de fosforrelevo forma parte de la via de HOG y se encuentra rio arriba
del bloque de MAPKSs. Sin embargo, de los dos reguladores de respuesta del sistema,

unicamente Ssklp participa en esta via. En ausencia de estrés osmotico el sistema de
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fosforrelevo se encuentra activo y la transferencia de fosfatos es constante hacia Ssklp.
Para encender la via de HOG es necesario que Ssklp y Ssk2p se asocien fisicamente. El
fosfato transferido a Ssklp por el sistema de fosforrelevo inhibe esta interaccion, por lo
que en condiciones isosmoticas la via de HOG se mantiene inactiva. En contraste, cuando
la célula se encuentra en condiciones hiperosmoticas, el fosforrelevo se interrumpe y esto
conlleva a que predomine la forma no fosforilada de Ssklp. Ssklp no fosforilada

interacciona con Ssk2p y activa la via de respuesta a alta osmolaridad'’.
2.3 Slnlp

Sinlp es el sensor del sistema de fosforrelevo de S. cerevisiae. Es una proteina de 1220
aminoacidos localizada permanentemente en la membrana celular?’-?8. Slnlp tiene tres
regiones principales: un dominio sensor compuesto por dos segmentos transmembranales

conectados por un asa extracelular, un dominio HK y un dominio REC.

El mecanismo de activacion de Slnlp no se conoce con precision, sin embargo
varios reportes sugieren que la proteina responde a cambios mecanicos en la membrana
celular. En condiciones normales de osmolaridad, SInlp se mantiene cataliticamente
activa y se transautofosforila en la histidina-576, cercana al dominio HK. El fosfato de la
histidina-576 se transfiere al aspartato-1144 en el dominio REC de Slnlp para

posteriormente ser transferido a la proteina Ypdlp!’.

La ausencia de SInlp es letal debido a una sobre activacion de la via de HOG. De
la misma forma, mutaciones en el sitio catalitico de Slnlp, asi como mutaciones sobre la
histidina-576 o el aspartato-1144 provocan la interrupcion del fosforrelevo y resultan en

un fenotipo letal para la célula'”°.

2.4 YpdIp

Ypdlp es una proteina de 167 aminoacidos que funge como Hpt del sistema de
fosforrelevo de S. cerevisiae. Ypdlp recibe el fosfato del REC de Slnlp en la histidina-
64 y puede donarlo a los dominios REC tanto de Ssk1p como de Skn7p. La ausencia de
Ypdlp provoca una interrupcion permanente del fosforrelevo y por ende es letal para la
célula'’. Ypdlp no posee sefiales de importacion ni de exportacion nuclear, sin embargo
por ser una proteina de menos de 60 KDa, difunde libremente entre el citoplasma y el

nicleo lo que le permite interaccionar tanto con Ssk1p como con Skn7p?’.
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2.5 Ssklp y Skn7p

El sistema de fosforrelevo de S. cerevisiae cuenta con dos reguladores de respuesta que

realizan distintas funciones: Ssk1p y Skn7p.

Ssk1p tiene 712 aminoécidos y dos dominios principales: un dominio de interaccion
con Ssk2p y un dominio REC. Ssklp recibe el fosfato de Ypdlp en el aspartato-554 (D-
554), dentro del dominio REC. El D-554 es esencial para la respuesta a estrés
hiperosmético!”. Este regulador de respuesta se localiza de manera permanente en el
citosol, donde forma una parte importante de la sefializacion para estrés hiperosmético?’.
La ausencia de Ssklp oblitera la sefializacion por parte de la rama de Slnlp en la via
HOG:; sin embargo, dada la redundancia parcial con la rama de Sholp, una mutante nula
de SSKI no presenta fenotipo de sensibilidad en condiciones de estrés por alta
osmolaridad. El caso opuesto ocurre en el estrés de RE inducido por tunicamicina, donde

la mutante ssk/A no puede crecer adecuadamente (Figura 3)'°.

Skn7p es una proteina de 622 aminoacidos; tiene tres dominios que regulan su
funcién: un dominio de unién con DNA (DBD; aminoacidos 86 a 189), un dominio REC
(aminodcidos 379 a 488), y un dominio coiled coil de interaccidon con proteinas (CC;
aminoacidos 240 a g261). Como parte del fosforrelevo, Skn7p recibe el fosfato de Ypdlp
en el aspartato-427 (D-427) dentro del dominio REC?°,

La funciéon de Skn7p no estd completamente clara. Originalmente se identifico a
Skn7p como un supresor de la letalidad de la mutante nula del gen KRE9 en un ensayo
de sobreexpresion®®. Kre9p es una proteina involucrada en la sintesis de B-glucano en la
pared celular y su ausencia es letal para la célula. La supresion de la letalidad en el fondo
kre9A requiere del D-427 de Skn7p y se sugiere que depende del fosforrelevo. Esta ultima
suposicion se infiere de experimentos que demuestran que una mutante de Skn7p en la
que el D-427 es sustituido por asparagina (un aminodcido no fosforilable) no suprime la
letalidad de la mutante kre9A; en contraste con este resultado, una mutante en la que el
D-427 se sustituye por glutamato (aminoacido que mimetiza el estado activo del
regulador de respuesta) tiene un crecimiento mas robusto que la sobreexpresion del gen
silvestre de Skn7p>!. También se ha reportado que la mutante skn7A es sensible a agentes
inductores de estrés de pared como la higromicina B*. Sumado a estos resultados se
encontrd que en la cepa s/n/*, una mutante que mantiene una activacion excesiva de

Slnlp, Skn7p se une al promotor del gen que codifica para la manosiltransferasa Ochlp
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y promueve su transcripcion®. Se ha reportado también que la sobreexpresion de SKN7
puede rescatar los defectos de crecimiento de una mutante nula para la proteina reguladora
de la via de integridad de pared celular, Pkclp; de manera importante, este rescate se
observa también al sobreexpresar la version no fosforilable de Skn7p. Ademas, una
mutante doble pkclAskn74 presenta un fenotipo de letalidad sintética, lo que indica una
fuerte interaccion genética entre ambos genes®'. Estos resultados sugieren que Skn7p
participa en el mantenimiento de la homeostasis de la pared celular, sin embargo es
importante sefalar que las evidencias que se tienen hasta ahora son indirectas y se han
encontrado Unicamente en sistemas que no representan la fisiologia natural de la célula

26,30,33

de levadura — en fondos genéticos alterados como el fondo s/nl* o el fondo kre9A.

El mecanismo de funcién mejor descrito de Skn7p es el de respuesta estrés oxidante.
SKN7 es un gen esencial para la supervivencia de la célula en condiciones de estrés por
especies reactivas de oxigeno (ROS) dado que activa la transcripcion de la mayoria de
los genes para sobrevivir a este estrés***>. Una mutante nula para SKN7 es incapaz de
crecer ain en concentraciones bajas de agentes oxidantes como el perdxido de hidrogeno
(H202) y el fer-butil hidroperoxido (t-BOOH). Skn7p requiere unirse al factor de
transcripcion Yaplp para responder a estrés oxidante. De la misma manera que una
mutante skn7A, una mutante yaplA no es viable en presencia de oxidantes. Yaplp se
localiza en el citoplasma en condiciones normales, sin embargo, en condiciones de estrés
oxidante se localiza al nucleo, donde interacciona fisicamente con Skn7p. En conjunto,
ambas proteinas activan la transcripcion de genes para contender con oxidantes*®. En
contraste con lo descrito para la homeostasis de pared, el fosforrelevo no es necesario
para la funcion de Skn7p en el estrés oxidante, ya que una mutante skn7>*7N resiste el
estrés de manera idéntica a la cepa WT**". El grupo de Fassler encontré dos residuos
esenciales para la respuesta a ROS: la treonina-449 y la treonina-437. La treonina-449
resultd ser vital para la union de Skn7p con el DNA, sin importar el tipo de estrés al que
se exponga la célula. En cambio, se encontré que la treonina-437 (T-437) tiene una
funcion especifica en estrés oxidante. Una célula con una version de Skn7p en la que la
T-437 se sustituye por alanina no sélo es incapaz de sobrevivir en presencia de ROS, sino
que tampoco puede asociarse con Yaplp y en consecuencia no puede funcionar como

activador transcripcional en condiciones de estrés oxidante®>-®.

Ademas de lo ya expuesto, se han descrito distintas asociaciones funcionales de

Skn7p con otros genes, sin embargo no se ha ahondado en el estudio de las mismas y su
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relevancia es desconocida. Se ha reportado una asociacion fisica y genética con la
proteina intercambiadora de nucledtidos Moglp y se describe que Moglp es necesaria
para mantener la localizacion nuclear de Skn7 en condiciones de estrés por calor®®,
También se ha encontrado una asociacion funcional de Skn7p con los complejos de
represion transcripcional Tup1-Ssn6* y Cerd-Not*’. De manera relevante, se report6 una
interaccion genética y fisica entre Skn7p y el factor de transcripciéon dependiente de
Calcineurina, Crz1p®?; esta asociacion se describira con detalle mas adelante debido a su

importancia para el presente trabajo.

3. Crzlp y la respuesta dependiente de calcio

3.1 Senalizacion mediada por calcio

El ion Ca™" es un segundo mensajero de gran importancia en las células eucariotas. La
sefalizacion mediada por calcio cumple distintas funciones y estd conservada en todos
los organismos modelo eucariotas estudiados a la fecha**!. El calcio intracelular se halla
secuestrado en los distintos organelos, siendo el RE mayor reservorio en mamiferos y la
vacuola en levaduras. Esta compartamentalizacion del calcio permite que la
concentracion citosodlica del ion sea de uno a dos 6rdenes de magnitud menor que en el
medio externo®*. Distintos estimulos pueden ocasionar la expulsion del calcio de los
compartimentos celulares, provocando un incremento subito en concentracion del cation
en el citosol. El aumento en la concentracion citosélica de calcio es detectado por la
proteina Calmodulina. Calmodulina es una proteina con dominios de union de Calcio que
esta conservada en todos los eucariontes y es esencial para la sefializacion mediada por
calcio. En su forma activa (asociada a calcio), Calmodulina interacciona con la fosfatasa
Calcineurina y la activa. Calcineurina tiene distintas proteinas blanco, sin embargo los
blancos mas importantes son los factores de transcripcion dependientes de calcio, ya que
coordinan gran parte de la respuesta inducida por la expulsion de calcio, asi como el

restablecimiento de la concentracion citosdlica e intraorganelar del cation®*!.

En levaduras la sefalizacion por calcio es activada por distintos estimulos como
son el estrés inducido por cationes (A", Ca™, Mg, Mn™, Li", K" y Na"), cafeina,
etanol, alta temperatura, luz azul y pH basico*>. Al igual que en otros eucariotes, en S.
cerevisiae los picos de calcio en el citosol son detectados por la proteina Calmodulina

(Cmdlp) y el efector catalitico de la via es la Calcineurina. La Calcineurina de levadura
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esta constituida por dos subunidades: Cnblp, la subunidad reguladora; y Cnal-2p, la
subunidad catalitica. El genoma de S. cerevisiae posee dos genes paralogos con funciones
parcialmente redundantes para la subunidad catalitica: CNA/ y CNA2; en la proteina
completa solamente una de estas subunidades esta presente*?. El principal blanco de la
Calcineurina es el factor de transcripcion dependiente de calcio Crzlp, que coordina
practicamente toda la respuesta transcripcional de la via de calcio*'*. La homeostasis del
calcio se recupera gracias a varios transportadores y ATPasas que transportan el calcio

citosolico de vuelta a los distintos organelos.
3.2Crzlp

Crzlp es un factor de transcripcion de dedos de zinc que coordina la respuesta
transcripcional dependiente de calcio. Se ha reportado que Crzlp regula 116 genes con
distintas funciones®. Entre los genes regulados por Crzlp destacan la ATPasa vacuolar
de calcio, PMCI, y Ila subunidad de la 1,3-glucano sintasa, FKS2, porque han sido

utilizados como marcadores de la actividad del factor de transcripcion®2.

Crzlp se localiza de forma habitual en el citoplasma de la célula. Esta localizacion
depende de que la proteina se encuentre hiperfosforilada. Cuando se activa la senalizacion
por calcio, Calcineurina desfosforila a Crzlp y ésta es transportada al niicleo*. La
importacion a nticleo de Crzlp es mediada por la importina Nmd5p**. Una vez localizada
en el nucleo Crzlp se une a los promotores en secuencias especificas denominadas
Elementos de Respuesta Dependientes de Calcineurina (CDREs, por sus siglas en inglés)
y promueve la transcripcion®**!“¥. Cinasas no identificadas refosforilan a Crzlp en el

nticleo, lo que favorece su exportacion al citoplasma por la exportina Msn5p®.
3.3Crzlpy Skn7p.

En el 2001, el grupo de Cyert reportd una interaccion fisica y genética entre Skn7 y Crzl1.
Esta interaccion fue encontrada en un estudio de sbreexpresion en el que se buscaron
genes que incrementaran la transcripcion dependiente de Calcineurina. En este estudio,
una mutante nula de SKN7 mostrd expresion disminuida de los genes PMCI y FKS2 en
condiciones de estrés inducido por calcio; ademés se evalu6 un reportero de [3-
galactosidasa bajo el control del CDRE y su expresion también se encontr6 afectada en
la mutante skn74. Se mostrd también que Skn7p favorece la estabilidad de la proteina de
Crzlp; una mutante de Skn7p no fosforilable en el D-427 tiene el mismo fenotipo que el

gen silvestre. Por tltimo en este articulo se encontré6 que Skn7p y Crzlp presentan
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interaccion fisica in vitro y que esta interaccion no depende de la presencia del aspartato

fosforilable por el fosforrelevo??.
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Planteamiento del problema y justificacion

Previo a este trabajo, se conocian dos posibles funciones con mecanismos moleculares
distintos de Skn7p en la fisiologia celular: la supresion del estrés oxidante y la regulacion
de la homeostasis de la pared celular. Un reporte aislado relacioné a la proteina con la
homeostasis del calcio. Tanto el estrés oxidante, como la homeostasis del calcio y de la
pared celular, son eventos que dependen de forma directa del adecuado funcionamiento
del reticulo endopldsmico, por lo que podria esperarse la existencia de un regulador
maestro en el que converjan las sefiales de estas tres entidades y se interpreten en el
contexto de la homeostasis del RE. Hasta ahora, la participacién de Skn7p en la respuesta
a ERE unicamente habia sido reportada en estudios de gran escala; no obstante, los
antecedentes que se tienen sobre su funcidon sugieren que Skn7p podria ser un punto de
convergencia en la sefalizacion encargada de preservar la homeostasis del RE. Esta
posibilidad motivo que en la presente tesis se estudiara a Skn7p en el contexto del ERE y

los mecanismos moleculares que regulan su funcion en estas condiciones.

Hipotesis

Los reguladores de respuesta Ssk1p y Skn7p permiten la supervivencia a estrés de
reticulo endoplasmico inducido por tunicamicina y 2-DOG mediante un mecanismo

independiente del fosforrelevo.

Objetivo general

Identificar los mecanismos moleculares subyacentes a la funcion de los reguladores de

respuesta Ssk1p y Skn7p en la respuesta a estrés de reticulo endoplasmico.
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Resultados

Skn7p participa en la respuesta a ERE

Se realizé un ensayo de sensibilidad por goteo para comprobar si el regulador de respuesta
Skn7p tiene una funcion en la respuesta a inductores de ERE y corroborar el fenotipo
reportado en estudios de gran escala en donde se plante6 que la cepa es sensible a

tunicamicina®.

Para esto se goted la mutante nula de SKN7 en medio sélido con los siguientes
inductores de ERE: 1pug/mL de tunicamicina y 2-desoxi-D-glucosa a 3.5mM. La mutante
skn7A present6 un fenotipo de sensibilidad moderada a tunicamicina (Figura 6). Ademas,
a diferencia de la mutante nula de la MAPK Hoglp, skn7A resultd ser sensible a 2-DOG.
Esta diferencia, sumada a la menor sensibilidad a tunicamicina de skn7A con respecto a
hoglIA, llevé a pensar que ambas proteinas podrian tener funciones independientes en la

respuesta a ERE.

YPD 1pg/mL Tm 3.5 mM 2-DOG

Figura 6. La mutante skn7A es sensible a inductores de estrés de reticulo endoplasmico.
Ensayo de sensibilidad por goteo a inductores de estrés de reticulo endoplasmico. Se comparo
el fenotipo de mutante sogIA con el fenotipo de skn7A. La mutante haclA se utilizé como
control positivo de sensibilidad. Tm: tunicamicina. 2-DOG: 2-desoxi-D-glucosa.

Para comprobar si Skn7p y Hoglp forman parte de una misma ruta de sefializacion en
respuesta a ERE se generd la doble mutante skn7AhoglA. Esta mutante se probd en
ensayos de sensibilidad por goteo bajo condiciones de estrés inducido por tunicamicina y
se observé que su fenotipo de sensibilidad es mayor al de las mutantes sencillas skn7A 'y

hoglIA (Figura 7). Este resultado sugiere que pese a formar parte de la rama de SInl en
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la via de respuesta a estrés osmotico?®, Skn7p no se encuentra dentro de la misma via de

sefializacion en la respuesta a estrés inducido por tunicamicina.

\{ a
S S
o v
AN AN AN O SO SS
& & & & & & S ¥ &8
ENV A A 2 Y v ST
YPD 0.75pg/mL Tm

Figura 7. La doble mutante skn7AhogIA es mas sensible que las mutantes sencillas a
inductores de estrés de reticulo endoplasmico. Ensayo de sensibilidad por goteo a
inductores de estrés de reticulo endoplasmico. Se comparo6 el fenotipo de las mutantes sencillas
Ahogl y Askn7 con el fenotipo de la doble mutante Askn7Ahogl. Tm: tunicamicina.

Participacion de los reguladores de respuesta del sistema de fosforrelevo en la

respuesta a ERE

En estudios previos se mostrd que la mutante nula del regulador de respuesta Ssklp es
sensible a tunicamicina'’; sin embargo su fenotipo de sensibilidad es menor que el de la
mutante hog/A (Figura 3). Este antecedente y el fenotipo de la mutante nula del
regulador de respuesta Skn7p parecen implicar al sistema de fosforrelevo de S. cerevisiae

en la respuesta a estrés de reticulo endoplasmico.

Se comparé mediante un ensayo de sensibilidad por goteo el fenotipo de
sensibilidad de las mutantes nulas de los dos reguladores de respuesta, Skn7p y Ssklp.
En estos ensayos (Figura 8A) se observo que ambas mutantes nulas presentan fenotipos
casi idénticos en tunicamicina. No obstante, la doble mutante sskl/Askn7A tuvo un
fenotipo de sensibilidad mas fuerte que las mutantes sencillas. Este experimento se
replicd con curvas de crecimiento para obtener mayor resolucién en la diferencia de
fenotipos, y se replica lo observado en los goteos (Figura 8B); con lo que sugiere que las

dos proteinas son parte de vias distintas en la respuesta a ERE inducido por tunicamicina.
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0.75png/mL Tm

Figura 8. La doble mutante ssk/Askn7A es mas sensible que las mutantes sencillas
a tunicamicina. A) Ensayo de sensibilidad por goteo a inductores de estrés de reticulo
endoplasmico. B) Curvas de crecimiento realizadas en YPD con 1pug/mL Tm. Se
comparan las mutantes sencillas ssk/A y skn7A con el fenotipo de la doble mutante
ssklAskn7A. Tm: tunicamicina. Barras representan desviacion estandar.

Participacion del fosforrelevo en el ERE

Si bien los dos reguladores de respuesta del sistema de fosforrelevo de la levadura
participan en la respuesta a estrés de reticulo endoplasmico, resulta necesario probar si
esta funcion requiere de la estimulacion de los reguladores mediante el fosfato
proveniente del fosforrelevo. Para explorar esta posibilidad, se utilizaron mutantes

puntuales incapaces de recibir el fosfato proveniente de Sinlp.

Se construyd una mutante del gen SKN7 incapaz de aceptar el fosfato proveniente del
fosforrelevo. Para esto se cambio el codon que codifica para el aspartato aceptor por un

codon que codifica para alanina. Esta construccion se clon6 en el plasmido pYES2, que
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posee un promotor inducible por galactosa (Pgas). A su vez, se clond la version silvestre
del gen (SKN7") en el mismo vector. Se transformd a la cepa skn7A con estas
construcciones y se probo su fenotipo a tunicamicina y a 2-DOG. Los ensayos de
sensibilidad por goteo mostraron que tanto el gen silvestre como el gen mutado recuperan
el fenotipo silvestre tanto en tunicamicina como en 2-desoxi-D-glucosa (Figura 9). Este
resultado sugiere que la respuesta a ERE no requiere que Skn7p sea capaz de aceptar el

fosfato proveniente del sistema de fosforrelevo.
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YPD 0.75pg/mL Tm 3.5mM 2-DOG

Figura 9. La mutante no fosforilable del gen SKN7 cura el fenotipo de sensibilidad a
tunicamicina. Ensayo de sensibilidad por goteo a inductores de estrés de reticulo
endoplasmico. La mutante nula skn7A fue transformada con el gen silvestre (SKN7"), con una
mutante no fosforilable del gen (skn7°#"**), o con el vector vacio. Tm: tunicamicina. 2-DOG:
2-desoxi-D-glucosa. Células previamente incubadas en medio con galactosa.

Para evaluar la importancia del aspartato aceptor en Ssklp se utilizd una construccion
previamente elaborada en el laboratorio (Cruz U. y Kawasaki L., no publicado), en la que
el aspartato aceptor fue sustituido por una alanina. Esta construccion se encuentra clonada
en el vector pYES2, al igual que el gen silvestre SSK1*. Se transformd la cepa ssklA con
ambas construcciones y se probo su fenotipo en tunicamicina con ensayos de sensibilidad
por goteo. Como se observa en la figura 10, tanto la versiéon mutante del gen como el gen
silvestre fueron capaces de curar el fenotipo de sensibilidad a estrés de reticulo
endoplasmico inducido por tunicamicina. Este resultado sugiere que al igual que Skn7p,
Ssk1p tampoco necesita recibir el fosfato del sistema de fosforrelevo para llevar a cabo

su funcion en la respuesta a ERE.
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YPD 0.75pg/mL Tm

Figura 10. La version no fosforilable del gen SSKI cura el fenotipo de sensibilidad
tunicamicina. Ensayo de sensibilidad por goteo a inductores de estrés de reticulo
endoplasmico. La mutante nula Assk/ fue transformada con el gen silvestre (SSK1"), con una
version no fosforilable del gen (sskIP3%%), o con el vector vacio. Tm: tunicamicina. Células
previamente incubadas en medio con galactosa.

Papel de los factores de transcripcion activados por estrés oxidante en condiciones de

ERE.

Dado que no se encontr6 una dependencia de la transferencia de fosfato en la funcion de
Skn7p en la respuesta a ERE, se evalu6 si su participacion depende de su capacidad como
regulador de la respuesta a estrés oxidante. Como se menciond con anterioridad, en la
respuesta a estrés oxidante el factor de transcripcion Yaplp interacciona fisicamente con
Skn7p. Dado que esta interaccion es obligatoria para la supervivencia a oxidantes, se
evaluo6 el fenotipo de una mutante nula de Y4AP!/ y de la doble mutante yaplAskn7A en
condiciones de ERE. Contrario a lo reportado en estudios de gran escala, la mutante
vaplA no mostrd sensibilidad a los inductores de ERE. Como era de esperar, la doble

mutante yap I Askn7A mostrd un fenotipo idéntico al de la mutante sencilla skn7A (Figura
11).
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Figura 11. Yaplp no se requiere para responder a ERE. Ensayo de sensibilidad por goteo
a inductores de estrés de reticulo endopldsmico. Se compara el fenotipo de las mutantes
sencillas yapIA 'y skn7A con el fenotipo de la doble mutante yapIAskn7A. Se utilizo ter-butil
hidroperdxido como control positivo de estrés oxidante. Tm: tunicamicina. 2-DOG: 2-desoxi-
D-glucosa. t-BOOH: ter-butil hidroperdxido.

De manera complementaria a los ensayos de sensibilidad, se evalu6 la acumulacion de
ROS en la mutante nula de SKN7 al inducir ERE. En un ensayo realizado con el reactivo
H>DCFDA para la deteccion de ROS intracelulares se observé que la induccion de ERE
con lpg/mL tunicamicina o con 3.5mM de 2-DOG provoca la acumulacién de ROS en la
cepa silvestre y en la mutante desde las dos horas de induccidn; sin embargo no se
encontraron diferencias notables en la cantidad de ROS entre la mutante y la cepa silvestre
(Figura 12; Anexo II). Este resultado aunado al andlisis de sensibilidad, sugiere que la
participacion de Skn7p en la respuesta a ERE no se relaciona con su funcion como

regulador de la respuesta a estrés oxidante.
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Figura 12. La mutante skn7A no acumula mas ROS que la cepa silvestre en condiciones
de ERE. Ensayo de acumulacion de ROS por oxidacion de H.DCFDA cuantificado por
citometria de flujo. Se compara la mutante skn7A con el fenotipo cepa silvestre en condiciones
de ERE; se utiliza ter-butil hidroperéxido como control positivo de estrés oxidante. TN:
tunicamicina. DOG: 2-desoxi-D-glucosa. TBOOH: ter-butil hidroperéxido.

861/
100%
861/
100%
763 /
82.26%
1094 /
87.9%
12 848 /
17.4%
16 411/
11.74%

768 /100%

768 /100%

636 /
82.26%
868 / 87.9%

11 880/
17.4%

15 066/
11.74%

861/
100%
14 263 /
100%
1673 /
72.94%
1230/
8.38%
23793/
25.92%
20 198/
91.71%

768 /100%

8762/
100%
1250/
72.94%
1106 /
8.38%
20119/
25.92%
11 480/
100%

Tunicamicina

861/
100%
861/
100%
1489 /
83.6%
1558 /
87%
10 407 /
15.33%
14 341/
11.93%

768 /100%

768 /100%

1324/
83.6%
1361 /87%

9075/
15.33%
11521/
11.93%

861/
100%
861/
100%
2165/
86.26%
1371/
87.57%
12 640/
12.87%
9441/
10.98%

768 /100%

768 /100%

1868 /
86.26%
1210/
87.57%
11432/
12.87%
8412/
10.98%

Tabla 1. Intensidades de fluorescencia en ensayo de acumulacion de ROS. Ensayo de
acumulacion de ROS por oxidacion de H,DCFDA cuantificado por citometria de flujo. Se
tabulan los valores de intensidad de fluorescencia (media y mediana) de la mutante skn7A y
de la cepa silvestre en condiciones de ERE; se utiliza ter-butil hidroperéxido como control
positivo de estrés oxidante. TN: tunicamicina. DOG: 2-desoxi-D-glucosa. TBOOH: ter-butil
hidroperdxido. R1: ventana 1 (Ver Anexo II). R2: ventana 2 (Ver Anexo II).
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Interaccion genética entre Skn7p y Crzlp

Como se mencion6 anteriormente, Skn7p y Crzlp pueden interaccionar in vitro y esta
interaccion no se pierde si se muta el aspartato aceptor del fosforrelevo en Skn7p.
Ademas, Crzlp se transloca al nticleo al ser activada por la via de respuesta dependiente
de calcio. Por estos antecedentes, se evalu6 el fenotipo de una mutante nula para el gen
CRZ]I. Se observé que en presencia de tunicamicina la mutante crz/A result6 tan sensible
como la mutante skn7A (Figura 13); no se observaron defectos de crecimiento para crz/A
en condiciones ERE inducido por 2-DOG (resultados no mostrados). Este fenotipo indica

que Crzlp es necesario para la respuesta a ERE inducido por tunicamicina y la similitud

en la intensidad de la sensibilidad de crz/A'y skn7A sugiere que estas proteinas podrian

participar dentro del mismo sistema de sefializacion.
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Figura 13. La mutante crzIA presenta fenotipo de sensibilidad
a tunicamicina. Ensayo de sensibilidad por goteo a tunicamicina.
Se compara el fenotipo de la mutante skn7A con la mutante crz/A.
Tm: tunicamicina.

Para determinar si Crzlp y Skn7p forman parte de la misma via de sefializacion en
presencia de tunicamicina se construyo la doble mutante crz/Askn7A. Como se puede
notar en la Figura 14 esta mutante presenta un fenotipo de letalidad sintética, lo que

permite inferir que existe una fuerte interaccion genética entre Crzlp y Skn7p.
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Figura 14. La mutante crzI/Askn7A presenta fenotipo de
letalidad sintética. Ensayo de sensibilidad por goteo en ausencia
de inductores de estrés. Se compara el fenotipo de las mutantes
sencillas skn7A y crzIA con la doble mutante crzIAskn7A.

Participacion de Calcineurina en la respuesta a ERE

Dada la clara interaccion genética entre Skn7p y Crzlp, se decidi6 evaluar otros genes de
la via de respuesta a calcio en la respuesta a ERE. Se evalu¢ el fenotipo de mutantes
nulas para los genes que codifican las subunidades cataliticas y reguladora de
Calcineurina, proteina que se encuentra rio arriba de Crz1p en la via de respuesta a calcio.
Mediante ensayos de sensibilidad por goteo se observd que solo uno de los dos genes
paralogos que pueden conformar la subunidad catalitica es sensible a inductores de ERE.
A la par, se encontré que la mutante del gen que codifica para la subunidad reguladora
Cnblp presenta un fenotipo extremo de sensibilidad a tunicamicina, no obstante este

fenotipo no se repite en 2-DOG, donde el fenotipo de sensibilidad es moderado (Figura
15).
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Figura 15. Sensibilidad a inductores de ERE en mutantes nulas de la via de respuesta a calcio.
Ensayo de sensibilidad por goteo a inductores de estrés de reticulo endoplasmico. Se evalaa el
fenotipo de mutantes nulas de la via de calcio: se comparan las mutantes para las subunidades de
Calcineurina y para los factores de transcripcion Skn7p y Crzlp. Tm: tunicamicina. 2-DOG: 2-
desoxy-D-glucosa.

Localizacion de Crzlp durante el ERE.

Para evaluar una posible interaccion fisica entre Skn7p y Crzlp es importante considerar
la localizacion de ambas proteinas en condiciones de estrés de reticulo endoplasmico.
Como se menciond anteriormente, Skn7p reside permanentemente en el nucleo; no asi
Crzlp, cuya localizacion en ausencia de estrés es citoplasmica. Se estudio la localizacion
de Crzlp en condiciones de estrés inducido por tunicamicina. Para esto se utilizd una
version de Crzlp fusionada a la proteina verde fluorescente (GFP). Se estimul6 a las
células con 1pg de tunicamicina en diferentes tiempos (30, 60, 90 y 120 min) y se observo
la localizacion de Crz1-GFP mediante microscopia de epifluorescencia. Se observd un

cambio en la localizacion de Crzl1-GFP en condiciones de ERE a las dos horas de
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estimulacion. En la Figura 16 se observa el cambio de localizacion de Crz1-GFP tras dos
horas de tratamiento con tunicamicina; se puede observar que Crz1-GFP co-localiza con
el marcador de nucleo DAPI. Se cuantifico el porcentaje de células en las que CRZ1-GFP
fue encontrado en el nucleo, y se obtuvieron los siguientes valores: 71.3% *14 para las
células tratadas con tunicamicina, y 4% =£3.8 en el control. Este resultado muestra que
Crzlp comparte la misma localizacion subcelular que Skn7p en condiciones de estrés. Lo

que apoyaria la hipotesis de interaccion fisica entre ambas proteinas.

DMSO 1pg Tm; 2 h DMSO 1pg Tm; 2 h

DAPI DAPI DAPI DAPI
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Figura 16. CRZI-GFP cambia su localizacion en presencia de tunicamicina. Ensayo de
localizacion por microscopia de epifluorescencia. Se evalud la localizacion de CRZI-GFP y de
SKN7-GFP en condiciones control (DMSO) y en condiciones de ERE inducido por tunicamicina.
Tm: tunicamicina. h: horas. Numero de Aumentos Totales: 1500X
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Discusion

El reticulo endoplasmico es un organelo central en la funcion celular; de este organelo
depende la adecuada sintesis y el correcto plegamiento de aproximadamente un tercio de
las proteinas de la célula. Ademas de ser el primer paso en la sintesis de proteinas de la
via secretora, el RE tiene un papel importante en la sintesis de lipidos y el almacenamiento
de calcio®*. Las funciones del RE estan interconectadas; es por esto que defectos en
cualquiera de estas funciones inducen la pérdida de la homeostasis del organelo y
provocan estrés. El sensor de la UPR se activa directamente por las proteinas mal
plegadas*, sin embargo entre los genes regulados por esta via se encuentran también
proteinas implicadas en sintesis de lipidos y homeostasis del calcio®”®. Debido a esta
diversidad de funciones y a la multiplicidad de sitios a los que se dirigen las proteinas
sintetizadas en el RE, la pérdida de la homeostasis del organelo causa a largo plazo que
se afecten otras funciones celulares no directamente relacionadas con el RE. Es quizé a
causa de esto que varias vias de respuesta a estrés se activan tardiamente como

consecuencia del ERE!%1149,

Skn7p participa en la respuesta a ERE

Los mecanismos de funcién de Skn7p han sido elusivos. Antes de este trabajo se habia
relacionado a dicha proteina con estrés de pared y con estrés oxidante’*>!*>7; aunque
una serie de estudios aislados han reportado que su presencia es necesaria para distintas
condiciones sin llegar en ninguno de los casos a especificar los mecanismos de su
funcionamiento®®4°, Pese a que la funciéon de Skn7p en respuesta a estrés oxidante estd

descrita con detalle, este no es el caso para el estrés de pared, donde los datos son poco

concluyentes o estan descritos en fondos genéticos alterados.

El fenotipo de sensibilidad a tunicamicina de la mutante nula de SKN7 fue
reportado previamente en ensayos a gran escala’®, no obstante no habia sido curado
manualmente. En este trabajo se corrobord el fenotipo reportado en ensayos a gran escala
para Skn7p. Ademas se encontrd que a diferencia de otras mutantes de la via de Sinl,
skn74 es también sensible a 2-DOG y su fenotipo de sensibilidad en tunicamicina es
menos intenso. Estas diferencias puntuales dejaron abierta la posibilidad de que Skn7p
tuviera una regulacion distinta a las demas proteinas de la via de SInl en la respuesta a
ERE. Lo que fue posteriormente comprobado al evaluar el fenotipo en tunicamicina de la

mutante skn7AhoglA.
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Tanto la 2-DOG como la tunicamicina afectan la glicosilacion de proteinas. A
largo plazo, esto conlleva a que se pierda la homeostasis de la pared celular, debido a que
la adecuada estructuracion de este componente celular depende de la presencia de
distintas proteinas glicosiladas®’. Considerando lo anterior y de acuerdo con lo reportado
para el regulador de respuesta Skn7p, la funcidn mas probable de esta proteina en
respuesta a ERE seria la de contender con el estrés de pared celular derivado del ERE.
No obstante, también es posible que la funcion de Skn7p en la respuesta a ERE se
relacione con la homeostasis REDOX o con la homeostasis del calcio, ya que ambas

condiciones se alteran como consecuencia del ERE por proteinas mal plegadas.

Participacion de los reguladores de respuesta del sistema de fosforrelevo en respuesta a

ERE

Aunque forman parte del mismo bloque de senalizacion, los reguladores de respuesta
Ssklp y Skn7p cumplen funciones muy distintas dentro de la célula. Ademads, Skn7p es
regulada de manera independiente del fosforrelevo en respuesta a ROS?°. Por esto, era
importante evaluar si ambas proteinas se encuentran dentro del mismo bloque de
sefalizacion o si forman parte de vias paralelas. Esta posibilidad se evalué con la mutante
ssklAskn7A que mostroé un fenotipo aditivo de sensibilidad, que sugiere una regulacion

separada para ambos reguladores de respuesta.

El aspartato aceptor del fosforrelevo pudo ser sustituido por un aminoacido no
fosforilable en ambos reguladores de respuesta sin que esto afecte la supervivencia a ERE.
Este resultado fue inesperado para Ssklp dado no se han descrito funciones
independientes del fosforrelevo para esta proteina. Por otra parte, las evidencias iniciales
que relacionan a Skn7p con la homeostasis de pared celular indican que esta funcidon
requiere del aspartato aceptor, sin embargo, los resultados encontrados en este trabajo
sugieren que Skn7p no cumple una funcidn relacionada a la pared celular en condiciones

de ERE o que esta funcion no depende del aspartato aceptor.

Papel de los factores de transcripcion activados por estrés oxidante en condiciones de

ERE.

Para facilitar la formacién de puentes disulfuro y el correcto plegamiento de las proteinas,
el RE debe mantener un microambiente oxidante con respecto al citoplasma. En
condiciones de ERE la célula eleva la produccion de ROS para incrementar la capacidad

de plegamiento del RE*!*2,
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Skn7p, es uno de los dos factores de transcripcion esenciales para contender con el estrés
inducido por la acumulacion de ROS. Debido a esta funcion, se pens6 que la sensibilidad
de la mutante skn7A podria deberse a la incapacidad de la cepa para contender con el
estrés oxidante producido como consecuencia del ERE. Como se menciono
anteriormente, existe una codependecia entre Skn7p y Yaplp en la respuesta a ROS; por
esta codependencia se infiere que si el papel de Skn7p en ERE esté relacionado con la
respuesta a ROS, el cofactor Yaplp seria también necesario para la respuesta a ERE. La
mutante nula de YAP/ esta reportada como sensible a tunicamicina en ensayos a gran
escala*®, sin embargo los resultados aqui mostrados no coinciden con ese reporte previo
(Figura 11). Esta discrepancia quiza se deba a las altas concentraciones de inductores
utilizadas en los estudios a gran escala, ya que usando concentraciones muy altas de
tunicamicina (1.5ug/mL en adelante) se observéd un fenotipo leve de sensibilidad en la
mutante (resultados no mostrados), sin embargo estas concentraciones se consideran poco

permisibles ya que comprometen incluso la viabilidad de la cepa silvestre.

Para descartar completamente que la funcion de Skn7p en ERE se relacione con
la regulacion de la respuesta a oxidantes, se evalud la acumulacion de ROS en la mutante
skn7A. Se encontrd, como estd reportado, una acumulacion modesta de ROS
intracelulares al inducir ERE, sin embargo no se hallaron diferencias entre las curvas de
fluorescencia de la cepa silvestre y de la mutante skn7A, descartando una acumulacion

letal de oxidantes en la mutante nula.
Interaccion genética entre Skn7p y Crzlp

Los estudios realizados para estrés por ROS y de activacion de Skn7p por sinl*
(la version hiperactiva de Slnlp) sugieren que Skn7p requiere de un co-activador para
iniciar sus funciones de regulacion transcripcional®®*¢. Aunado a esto, Skn7p se encuentra
permanentemente localizada en el nticleo®’*!; debido a esta compartamentalizacion es
necesario que la proteina co-activadora de Skn7p sea capaz de llevar la sefial de activacion
del citoplasma hacia el ntcleo. En el caso del estrés hiposmotico la activacion se lleva a
cabo por la Hpt del fosforrelevo®®?’. Sin embargo, en el presente trabajo se descarté la
activacion de Skn7p por la transferencia de fosfato al aspartato-427 para la respuesta a
ERE, por lo que Ypdlp no resulta un candidato para transferir la sefial a Skn7p. Debido
a este resultado se evaluaron otros interactores de Skn7p reportados en la literatura. Una
de estas interacciones es la de Skn7p con componentes de la via de respuesta dependiente

de calcio. El calcio almacenado en el RE es necesario para el correcto plegamiento de las

32



proteinas, efecto que se evidencia con la activaciéon de la UPR cuando se utilizan
quelantes para eliminar el calcio del organelo!>*. La via de sefalizacion encargada de
regular la sefializacion y la homeostasis del calcio es la via de Calcineurina/Calmodulina.
La supervivencia a ERE se encuentra afectada en mutantes nulas de genes de esta via; de
igual manera, la integridad de la ruta de sefializacién es necesaria para mantener la
adecuada expresion de genes dependientes de Hac1p'2. El factor de transcripcion maestro
de esta via, Crzlp, interacciona con Skn7p genética y fisicamente; ademas, la interaccion
entre ambas proteinas no se pierde en una mutante skn7°**”"N. De manera importante, se
sabe que Crzlp se localiza al nucleo tras ser activada en condiciones que promueven
salida de calcio hacia el citoplasma. En conjunto, estos datos sugieren que Crzlp puede

ser el co-activador de Skn7p.

En este trabajo se relacion6 por primera vez a Crzlp con la respuesta a ERE
inducido por tunicamicina. De manera relevante, el fenotipo de sensibilidad a
tunicamicina de la mutante crz/A fue de igual intensidad que el fenotipo de Askn7, lo que
sugiere una relacion funcional entre ambas proteinas. Tras analizar con mayor detalle tal
posibilidad, se observé que la doble mutante crz/Askn7A presenta un fenotipo de

3334 entre ambos

letalidad sintética, lo cual es indicio de una fuerte interaccion genética
factores de transcripcion. Como se mencion6 previamente, Crz1p se localiza en el nicleo
cuando es activada, sin embargo, para sugerir la posibilidad de una interaccion fisica entre
Crzlp y Skn7p resultaba importante evaluar la localizacion de Crzlp en condiciones de
ERE. Se encontr6 que Crzlp cambia su localizacion de citoplasmica a nuclear tras
aproximadamente dos horas de estresar a las células con tunicamicina, la localizacién
descrita para Skn7p, no cambia en estas condiciones (Figura 16). Al encontrarse en el
mismo compartimento subcelular en condiciones de estrés, existe la posibilidad de que
ambas proteinas interaccionen fisicamente, no obstante es necesario demostrar la
interaccion con métodos especificos como el doble hibrido, FRET, o BFC. De igual
manera seria de utilidad evaluar si la funcion de Skn7p y de Crzlp depende de otras
proteinas de la via de respuesta a calcio, y si depende del flujo intracelular de calcio. Se
conoce que el calcio tiene un papel importante durante el estrés de reticulo endopldsmico
pero no se ha probado si el ERE provoca la salida de calcio del reticulo o de la vacuola,
eventos que podrian activar a Crzlp y explicar el cambio de localizacidon que se observo
en este trabajo. Por otra parte, si ambas proteinas interaccionaran fisicamente, es muy

probable que regulen a sus blancos transcripcionales de manera conjunta, por lo que
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valdria la pena estudiar la expresion de genes dependientes de Skn7p y de Crzlp en

condiciones de ERE y en las mutantes nulas estos factores.
Participacion de otros genes de la via de respuesta a calcio en el ERE

Se encontré que las mutantes cnb1A y cna2A copian el fenotipo de la mutante nula de
skn7A en ERE inducido por 2-DOG, y que la mutante cna2A comparte el fenotipo de
crzlA y skn7A en ERE inducido por tunicamicina. Estos resultados sugieren que las
cuatro proteinas forman parte de la misma via de sefializacion en la respuesta a ERE, sin
embargo, para confirmar esto seria necesario construir las dobles mutantes cnb1Askn7A
y cna2Askn7A, y evaluar su fenotipo. La participacion de Calcineurina en el ERE coincide
con la sensibilidad de la mutante nula de CRZ1, asi como con la translocacion al ntucleo

de esta proteina, ya que Crzlp requiere ser desfosforilada por Calcineurina para activarse.
Modelo final

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren un escenario donde el ERE inducido
por tunicamicina ocasiona salida de calcio del reticulo endoplasmico. Este evento lleva a
la activacion de la via de sefializacion por calcio, donde se activa de manera selectiva al
complejo de Calcineurina que contiene a la subunidad catalitica Cna2p, dejando en
aparente desuso para el ERE al complejo que contiene a la subunidad Cnalp. El complejo
Cna2p-Cnblp fomentaria la activacion del factor de transcripcion dependiente de calcio
Crzlp, que termina por cambiar su localizacion del RE al nticleo; en este ultimo
compartimento, es probable que Crzlp y Skn7p interaccionen e induzcan la expresion de

genes que permitan recuperar la homeostasis del reticulo endoplasmico (Figura 17).

Este modelo es plenamente especulativo, sin embargo, dados los datos reportados
en la literatura es el escenario mas probable; para probarlo, se requieren varios

experimentos que sirven también como perspectivas de este trabajo:

e Medir el flujo de calcio del RE al citosol en condiciones de ERE inducido por
tunicamicina.

e Evaluar si el cambio de localizacion de Crzlp en condiciones de ERE depende de
la presencia del complejo Cna2p-Cnblp y al mismo tiempo, si este fendémeno
requiere de la actividad de fosfatasa del complejo.

e Determinar si Crzlp y Skn7p interaccionan fisicamente en el nucleo en

condiciones de ERE.
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e Evaluar la activacion transcripcional de genes reporteros de Crzlp en condiciones

de ERE, y estudiar si su activacion depende de la presencia de Skn7p.

Tunicamicina

RE

Ca++

Niucleo

Figura 17. Modelo esquematico del mecanismo molecular posible de funcionamiento de los
reguladores de respuesta en condiciones de ERE. El estrés de reticulo endoplasmico inducido por
tunicamicina podria inducir fugas de calcio del RE hacia el citosol; el calcio liberado del RE se
asociaria con Calmodulina (Cmdl1) y con la subunidad reguladora de Calcineurina (Cnbl), la unién
del calcio a estas proteinas provocaria la activacion de la subunidad catalitica de Calcineurina (Cna?2).
En su estado activado, Calcineurina activaria al factor de transcripcion dependiente de calcio Crzl,
quien finalmente se transloca del citosol al nucleo, donde posiblemente interacciona con Skn7 para
promover la transcripcion de genes que reestablezcan la homeostasis del RE. De manera
independiente, el regulador de respuesta Ssk1 actua sefializando por un mecanismo desconocido que
no requiere el fosforrelevo, y que podria estar relacionado con el bloque de MAPKSs de la via de HOG.
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Conclusiones

e El regulador de respuesta Skn7p es necesario para la supervivencia a ERE
inducido por 2-DOG y tunicamicina.

e Skn7p y Hoglp se encuentran en vias de sefializacion separadas para la respuesta
a ERE inducido por tunicamicina.

e Los reguladores de respuesta Ssk1p y Skn7p no se encuentran en la misma via de
sefalizacion para la respuesta a ERE inducido por tunicamicina.

e Skn7p no requiere del aspartato aceptor del fosforrelevo (D-427) para responder
a ERE inducido por tunicamicina o 2-DOG.

e Ssklp no requiere del aspartato aceptor del fosforrelevo (D-554) para responder
a ERE inducido por tunicamicina.

e EIl factor de transcripcion regulado por ROS, Yaplp, no se requiere para la
supervivencia a ERE inducido por 2-DOG o tunicamicina.

e La célula acumula ROS a causa del ERE inducido por 2-DOG o tunicamicina.

e El defecto de crecimiento de la mutante skn7A no se debe a una acumulacion
anormal de ROS.

e El factor de transcripcion dependiente de calcio, Crzlp, es necesario para la
supervivencia a ERE inducido por tunicamicina.

e El fenotipo de letalidad sintética de mutante doble crz1 Askn7A sugiere una fuerte
interaccion genética entre Skn7p y Crzlp.

e La fosfatasa dependiente de calcio, Calcineurina, es necesaria para la
supervivencia a ERE inducido por 2-DOG y tunicamicina.

e De los dos genes paralogos que pueden codificar la subunidad catalitica de
Calcineurina, s6lo CNA2 participa en la respuesta a ERE inducido por 2-DOG y
tunicamicina.

e Crzlp se localiza al ntcleo en condiciones de ERE inducido por tunicamicina.

e Crzlpy Skn7p se localizan en el mismo compartimento celular en condiciones de

ERE inducido por tunicamicina.
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Materiales y métodos

Cepas utilizadas

Todas las mutantes sencillas utilizadas en este trabajo fueron obtenidas de una coleccion
comercial de mutantes en posesion del Dr. Gabriel del Rio Guerra, quien amablemente

las dond a nuestro laboratorio.

BY4742 MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
hoglA MATa his3A1 leu2A0 1ys2A0 ura3A0
ssk1A MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
skn7A MATa his3A1 leu2A0 1ys2A0 ura3A0
crzlA MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
cnblA MATa his3A1 leu2A0 1ys2A0 ura3A0
cnalA MATa his3A1 leu2A0 1lys2A0 ura3A0
cna2A MATa his3A1 leu2A0 1ys2A0 ura3A0
skn7AhoglA MATa his3A1 leu2A0 1lys2A0
ssk1AhoglA MATa his3A1 leu2A0 1lys2A0
hogl1Askn7A MATa his3A1 leu2A0 1lys2A0
crzlAskn7A MATa his3A1 leu2A0 lys2A0
CRZI1-GFP MATa his3A1 lys2A0 ura3A0 CRZ1-
GFP::HIS3
SKN7-GFP MATa his3A1 lys2A0 ura3A0 CRZ1-
GFP::HIS3

Medio y condiciones de cultivo

Para los ensayos de sensibilidad, las células de levadura fueron crecidas a 30°C en medio

YPD liquido (1% de extracto de levadura, 2% de peptona, y 2% de glucosa).

Ensayo de sensibilidad por goteo

A partir de cultivos en fase exponencial tardia se realizaron diluciones iniciales con
densidad optica (OD) a 600nm ajustada a 0.8. Se realizaron cuatro diluciones seriadas

1:10 a partir de la dilucion inicial (OD®%=0.8). Las diluciones seriadas se gotearon de
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mayor a menor concentracion; se dejaron caer gotas de 3.5uL de volumen sobre cajas de
Petri con medio de cultivo sélido con los respectivos inductores de estrés de reticulo

endoplasmico. El crecimiento se evalu6 después de dos dias de incubacion a 30°C.

Induccion de la expresion de genes clonados en el plasmido pYES?2.

Para inducir una expresion controlada de genes bajo el promotor pGALI en el plasmido
pYES2 se obtuvieron cultivos en medio liquido sin galactosa (YPD) en fase exponencial
tardia, las células fueron recuperadas por centrifugacion y lavadas con agua destilada
estéril para remover completamente el medio. Posteriormente fueron resuspendidas en
medio con galatactosa (YPGal) e incubadas a 30°C durante 30 minutos. Tras la
incubacion se recuper?6 a las células por centrifugacion y se dieron dos lavados con agua
destilada estéril. Finalmente, se resuspendié a las células en medio minimo para su

posterior uso en ensayos de sensibilidad por goteo.

Curvas de crecimiento.

A partir de cultivos en fase exponencial tardia se realizaron diluciones en medio liquido
a OD%%=0.05. Los tratamientos se aplicaron sobre estas diluciones. En placas de lectura
de 96 pozos se depositaron 200uL de cultivo en cada pozo; se realiz6 una réplica técnica
en cada experimento. Las placas fueron leidas durante 24 horas en el lector automatizado

Bioscreen C.
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Purificacion de DNA genomico de levadura

El DNA gendmico se purificd con fenol cloroformo; brevemente: se obtuvieron cultivos
saturados en medio liquido. Se colectaron las células y se lavaron con agua destilada
estéril. Se realizo la lisis celular con buffer QTP (0.2% TritonX-100, 1%SDS, 100mM
NaCl, 10mM Tris-Cl pH 8 y ImM NaEDTA), perlas de vidrio estériles, y
fenol:cloroformo 1:1. Se agitaron las células en vortex durante ~4min y posteriormente
se afiadieron 200uL de agua estéril. Se centrifugd y se colectd la fase acuosa del
sobrenadante, misma que se resuspendi6 en etanol frio al 100%. Se centrifugo y el pellet
se resuspendio en agua destilada estéril con RNasa A; se incub6 a 37°C durante Smin. Se
afiadieron 10pL de acetato de amonio 4M y 1mL de etanol frio al 100%. Se centrifugd y

se dejo secar el pellet, finalmente se resuspendio el pellet en agua estéril.

Purificacion de DNA plasmidico de bacterias

Todos los plasmidos utilizados fueron purificados con el kit QIAprep de la compaiia

QIAGEN.

Purificacion de DNA a partir de productos de PCR

Los productos de PCR fueron purificados con los kits QIAquick y Gene Clean 2. Todos
los productos de PCR fueron verificados por electroforesis en geles de agarosa al 0.8%.
En los casos en los que se obtuvo un solo producto, la solucion se purifico directamente.
Si se obtuvieron multiples bandas, se cort6 la banda correspondiente al peso molecular
esperado y se purifico con los mismos kits (con las modificaciones pertinentes a los

protocolos).
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Transformacion genética de bacterias

Bacterias competentes de la cepa de DHS5a de Escherichia coli fueron utilizadas para
amplificar los plasmidos con las distintas construcciones utilizadas a lo largo de este
trabajo. Se tomaron 100 pL de cultivos ajustados a OD%°=0.5 y se mezclaron con ~20ng
de DNA. Se incub6 la mezcla en hielo durante 30 minutos y se sometié a un choque
térmico a 42°C durante 45 segundos. Tras el choque térmico se incubd a las células en
hielo por dos minutos. Se agregé 1mL de medio de cultivo a la suspension, y se incubd
en agitacion (400rpm) a 37°C durante una hora. Se recuperaron las células por
centrifugacion; el pellet se resuspendié en ~100uL de medio de cultivo y se plaqued en

cajas de Petri con medio de seleccion.

Transformacion genética de levaduras

A partir de cultivos en fase exponencial tardia se realizaron diluciones a una OD%°=0.5
(volumen final minimo de 10mL), se incubd a las células durante 3 horas a 30°C. Se
recuperaron las células por centrifugacion y se dio un lavado con agua destilada estéril.
La suspension celular se recuperd en un 1mL de agua destilada estéril, se centrifugaron
las células y se dio un lavado con TE/LiOAc (Tris-EDTA-Acetato de Litio). Las células
fueron resuspendidas en TE/LiIOAC para obtener una suspension de un décimo del
volumen inicial de cultivo. Se tomaron 50uL de suspension y se mezclaron con ~200ng
de DNA circular o con ~1pg de DNA linear y con 300uL de PEG/LiOAc/TE (PEG 50%-
Acetato de Litio-Tris-EDTA). La suspension se incub6 en agitacion (400rpm) durante 30

minutos a 30°C. Se anadieron 40puL. de DMSO y se dio un choque térmico a 42°C durante
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15 minutos. Se recuper6 a las células por centrifugacion y se dio un lavado con agua

destilada estéril; se resuspendié en 100uL y se plaqueo en cajas con medio selectivo.

Oligonucledtidos utilizados

Nombre Secuencia 5’ - 3’
Skn7FWD* AAGCTTCCTCTCTTTGTTTCCAT
Skn7RV* GGATCCATAATCCTCCAAGATCA
Skn7[DAJFWD** GGTTTTAATGGCCATTGTTATGC
Skn7[DA]RV** GCATAACAATGGCCATTAAAACC

*Nucleotidos sombreados corresponden a sitios de restriccion anadidos al primer.
**Nucleotidos sombreados corresponden al sitio en el que se realiz6 la sustitucion de
GAC por GCC.
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Construcciones genéticas

Nombre

pYES2-SKN7

pYES2-SSK1
crz1-GFP
hog1::URA3

skn7::URA3

PYES2-skn7"*":A

pYESZ-ssk1D427‘A

Construccion de skn

Esquema

Cam - G

D%7:A

D3>54:A

7D4 27:A4

Elaboracion

Se amplifico el gen SKN7 a partir de DNA
genémico con los  oligonucledtidos:
Skn7FWD y Skn7RV. El producto de PCR se
cloné en el vector pYES2 utilizando los sitos
BamHI y HindIII.

Construccion donada por Uriel Cruz y Laura
Kawasaki.

Construccion integrada en el DNA genomico,
donada por el Dr. Alexander de Luna.

Se obtuvo URA3 del plasmido YEp352 con
las enzimas Hpal y Narl y se insert6 en el gen
SKN7 procesado con las enzimas EcoRV y
Sful.

Se reemplazo el codon GAC de las posiciones
1279-1281 por el codon GCC utilizando un
oligonucledtido mutagénico.

Construccion realizada por Uriel Cruz y Laura
Kawasaki. Se sustituyd por mutagénesis sitio
dirigida el codon GAC de las posiciones 1659-
1662 por el codon GCC.

El protocolo consistid de tres PCRs. En la primera PCR (PCR1) se utilizé como templado

la construccion pYES2-SKN7 y se utilizaron los oligonucledtidos Skn7RV 'y

Skn7[DA]JFWD. Se realizaron 30 ciclos en la reaccion. Se purifico el producto de PCR

(695pb). En una segunda PCR (PCR2) se utilizé como templado la construccion pYES2-

SKN7 y se afiadieron como oligonucledtidos el producto purificado de la PCR1 (~2uL) y

el oligonucleotido Skn7FWD (~20ng). Se realizaron 10 ciclos en la reaccion. El producto

no purificado de la PCR2 se utilizé6 como templado en una tercera PCR (PCR3) junto con

los oligonucledtidos Skn7FWD y Skn7RV. Se realizaron 40 ciclos en la reaccion. El

producto de la PCR3 se purificé y se clond en el vector pYES2 con los sitios de restriccion

BamHI y HindlIIl. El vector con la construccion fue secuenciado y se reviso la secuencia
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para confirmar la insercion de la mutacion deseada y la integridad del resto de la

secuencia.

Ensayo de acumulacion de ROS por oxidacion de HxDCFDA

Se obtuvieron cultivos en medio liquido a una OD®® 0.2, se aplicaron los siguientes
tratamientos: 1pg/mL de tunicamicina, DMSO (control negativo), y 3.5mM de 2-DOG.
Se incub¢ a las células con los inductores durante dos, tres y cuatro horas. Pasado el
tiempo de tratamiento se recolectaron las células por centrifugacion, se lavaron con H,O
y se resuspendieron en PBS. Se incubd a las células con HoDCFDA (Ex/Em: 492-
495/517-527nm) a una concentracion 10uM durante 30 minutos a 30°C en oscuridad, y

posteriormente fueron analizadas por citometria de flujo.

Citometria de flujo.

Las muestras analizadas por citometria de flujo fueron procesadas en un equipo Attune
con laseres Azul/Violeta (405/488nm). En todos los casos se colectaron 50 000 células
singletes y los datos fueron analizados con el software Attune Cytometric Software v2.1.
Se colocaron dos ventanas (R1 y R2) en los histogramas de conteos contra fluorescencia,
en las que se separd a las dos poblaciones observadas en los distintos ensayos. Para cada
una de estas ventanas, se obtuvieron los parametros de Media de Intensidad de
Fluorescencia, Mediana de Intensidad de Fluorescencia y porcentaje de células. (Ver

Anexo II)
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Ensayo de localizacion de crzI-GFP.

Para estudiar la localizacion de Crzlp se utilizaron las cepas CRZI-GFP y SKN7-GFP
(donada por el Dr. Alexander de Luna, LANGEBIO) que poseen el gen de la proteina
verde fluorescente fusionado en fase al marco de lectura abierto de los genes CRZI y

SKN7, respectivamente.

Se obtuvieron cultivos en medio liquido a una OD®® 0.2, se aplicaron los siguientes
tratamientos: 1pg/mL de tunicamicina, DMSO (control negativo) y 200mM CaxCl. En el
caso del estrés inducido por calcio, las células se incubaron durante 20 minutos, como
esta reportado. Para el estrés inducido por tunicamicina las células fueron incubadas
durante 30 minutos, una hora, 1h 30min y dos horas. Al finalizar cada tratamiento las
células fueron fijadas con formaldehido a una concentracion final del 4% durante 20
minutos. Tras la fijacion se lavaron las células con PBS y se tifieron con 1pg/mL DAPI
(solucion en PBS) durante 10 minutos, tras lo que se dio un lavado con PBS y las células
se resuspendieron en 1mL. Se tomaron 250uL de esta solucion y se colect6 a las células
por centrifugacion. El pellet fue resuspendido en 10uL de PBS para obtener ~5x10°
células, esta solucion se depositd sobre un portaobjetos previamente tratado con 1mg/mL
de poli-L-lisina, y se almacen6 en frio hasta el momento de su observacion en el

microscopio.

Las células fueron observadas en un microscopio de epifluorescencia Olympus BX51. Se
utilizaron los filtros verde y azul. Las micrografias fueron capturadas con un aumento
total de 1,500X y tiempos de exposicion de 150ms para DAPI y 2s para GFP. Las
imagenes obtenidas fueron procesadas y analizadas con el software de dominio publico

Fiji.

44



Referencias

10.

Ghaemmaghami, S. et al. Global analysis of protein expression in yeast. Nature

425, 737-741 (2003).

Vembar, S. S. & Brodsky, J. L. One step at a time: endoplasmic reticulum-

associated degradation. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 9, 944-957 (2008).

Pittman, J. K. Vacuolar Ca2+ uptake. Cell Calcium 50, 139—146 (2011).

Cui, J., Kaandorp, J. A., Sloot, P. M. A., Lloyd, C. M. & Filatov, M. V. Calcium
homeostasis and signaling in yeast cells and cardiac myocytes. FEMS Yeast Res.

9, 1137-1147 (2009).

D’hooge, P. et al. Ca2+ homeostasis in the budding yeast Saccharomyces

cerevisiae: Impact of ER/Golgi Ca2+ storage. Cell Calcium 58, 226-235 (2015).

Schwarz, D. S. & Blower, M. D. The endoplasmic reticulum: structure, function

and response to cellular signaling. Cell. Mol. Life Sci. 73, 79-94 (2016).

Ron, D. & Walter, P. Signal integration in the endoplasmic reticulum unfolded

protein response. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 8, 519-529 (2007).

Hetz, C. The unfolded protein response: controlling cell fate decisions under ER

stress and beyond. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. (2012). doi:10.1038/nrm3270

Zhang, K. & Kaufman, R. J. From endoplasmic-reticulum stress to the

inflammatory response. Nature 454, 455-62 (2008).

Torres-Quiroz, F., Garcia-Marqués, S., Coria, R., Randez-Gil, F. & Prieto, J. A.
The activity of yeast Hogl MAPK is required during endoplasmic reticulum

stress induced by tunicamycin exposure. J. Biol. Chem. 285, 20088-96 (2010).

45



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Scrimale, T., Didone, L., de Mesy Bentley, K. L. & Krysan, D. J. The Unfolded
Protein Response Is Induced by the Cell Wall Integrity Mitogen-activated Protein
Kinase Signaling Cascade and Is Required for Cell Wall Integrity in

Saccharomyces cerevisiae. Mol. Biol. Cell 20, 164—175 (2009).

Bonilla, M. Essential role of calcineurin in response to endoplasmic reticulum

stress. EMBO J. 21, 2343-2353 (2002).

Gardner, B. M. & Walter, P. Unfolded Proteins Are Irel-Activating Ligands That
Directly Induce the Unfolded Protein Response. Science (80-. ). 333, 1891-1894

(2011).

Back, S. H., Schroder, M., Lee, K., Zhang, K. & Kaufman, R. J. ER stress
signaling by regulated splicing: IREI/HAC1/XBP1. Methods 35, 395-416

(2005).

Kawahara, T., Yanagi, H., Yura, T. & Mori, K. Unconventional splicing of
HAC1/ERN4 mRNA required for the unfolded protein response. Sequence-
specific and non-sequential cleavage of the splice sites. J. Biol. Chem. 273,

1802-7 (1998).

Maeda, T., Takekawa, M. & Saito, H. Activation of yeast PBS2 MAPKK by
MAPKKKs or by binding of an SH3-containing osmosensor. Science 269, 554-8

(1995).

Posas, F. et al. Yeast HOG1 MAP kinase cascade is regulated by a multistep
phosphorelay mechanism in the SLN1-YPD1-SSK1 &quot;two-

component&quot; osmosensor. Cel/ 86, 865—75 (1996).

O’Rourke, S. M., Herskowitz, . & O’Shea, E. K. Yeast go the whole HOG for

46



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

the hyperosmotic response. Trends Genet. 18, 405-12 (2002).

Saito, H. & Posas, F. Response to Hyperosmotic Stress. Genetics 192, 289-318

(2012).

Hohmann, S. An integrated view on a eukaryotic osmoregulation system. Curr.

Genet. 61, 373-82 (2015).

Capra, E. J. & Laub, M. T. Evolution of Two-Component Signal Transduction

Systems. Annu. Rev. Microbiol. 66, 325-347 (2012).

Saito, H. Histidine phosphorylation and two-component signaling in eukaryotic

cells. Chem. Rev. 101, 2497-509 (2001).

Zschiedrich, C. P., Keidel, V. & Szurmant, H. Molecular Mechanisms of Two-

Component Signal Transduction. J. Mol. Biol. 428, 3752-3775 (2016).

Santos, J. L. & Shiozaki, K. Fungal Histidine Kinases. Sci. Signal. 2001, rel-rel

(2001).

Morgan, B. A., Bouquin, N., Merrill, G. F. & Johnston, L. H. A yeast
transcription factor bypassing the requirement for SBF and DSC1/MBF in
budding yeast has homology to bacterial signal transduction proteins. EMBO J.

14, 5679-89 (1995).

Li, S. The Eukaryotic Two-Component Histidine Kinase SInlp Regulates OCHI

via the Transcription Factor, Skn7p. Mol. Biol. Cell 13, 412424 (2002).

Lu, J. M.-Y., Deschenes, R. J. & Fassler, J. S. Saccharomyces cerevisiae histidine
phosphotransferase YpdIp shuttles between the nucleus and cytoplasm for
SLN1-dependent phosphorylation of Ssk1p and Skn7p. Eukaryot. Cell 2, 1304—
14 (2003).

47



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Reiser, V., Raitt, D. C. & Saito, H. Yeast osmosensor Sinl and plant cytokinin

receptor Crel respond to changes in turgor pressure. J. Cell Biol. 161, 103540

(2003).

Ota, I. M. & Varshavsky, A. A yeast protein similar to bacterial two-component

regulators. Science 262, 5669 (1993).

Brown, J. L., North, S. & Bussey, H. SKN7, a yeast multicopy suppressor of a
mutation affecting cell wall beta-glucan assembly, encodes a product with
domains homologous to prokaryotic two-component regulators and to heat shock

transcription factors. J. Bacteriol. 175, 6908—15 (1993).

Brown, J. L., Bussey, H. & Stewart, R. C. Yeast Skn7p functions in a eukaryotic

two-component regulatory pathway. EMBO J. 13, 518694 (1994).

Williams, K. E. & Cyert, M. S. The eukaryotic response regulator Skn7p
regulates calcineurin signaling through stabilization of Crzlp. EMBO J. 20,

3473-83 (2001).

Brown, J. L., Bussey, H. & Stewart, R. C. Yeast Skn7p functions in a eukaryotic

two-component regulatory pathway. EMBO J. 13, 518694 (1994).

Morgan, B. A. ef al. The Skn7 response regulator controls gene expression in the
oxidative stress response of the budding yeast Saccharomyces cerevisiae. EMBO

J. 16, 1035-1044 (1997).

He, X.-J., Mulford, K. E. & Fassler, J. S. Oxidative Stress Function of the
Saccharomyces cerevisiae Skn7 Receiver Domain. Eukaryot. Cell 8, 768—778

(2009).

Mulford, K. E. & Fassler, J. S. Association of the Skn7 and Yap!l Transcription

48



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

Factors in the Saccharomyces cerevisiae Oxidative Stress Response. Eukaryot.

Cell 10, 761-769 (2011).

Krems, B., Charizanis, C. & Entian, K. D. The response regulator-like protein
Pos9/Skn7 of Saccharomyces cerevisiae is involved in oxidative stress resistance.

Curr. Genet. 29, 327-34 (1996).

Lu, J. M.-Y, Deschenes, R. J. & Fassler, J. S. Role for the Ran binding protein,
Moglp, in Saccharomyces cerevisiae SLN1-SKN7 signal transduction. Eukaryot.

Cell 3, 1544-56 (2004).

Hanlon, S. E., Rizzo, J. M., Tatomer, D. C., Lieb, J. D. & Buck, M. J. The Stress
Response Factors Yap6, Cin5, Phd1, and Skn7 Direct Targeting of the Conserved

Co-Repressor Tup1-Ssn6 in S. cerevisiae. PLoS One 6, €19060 (2011).

Lenssen, E., Azzouz, N., Michel, A., Landrieux, E. & Collart, M. A. The Ccr4-
Not Complex Regulates Skn7 through Srb10 Kinase. Eukaryot. Cell 6,2251—

2259 (2007).

Thewes, S. Calcineurin-Crz1 Signaling in Lower Eukaryotes. Eukaryot. Cell 13,

694-705 (2014).

Rusnak, F. & Mertz, P. Calcineurin: form and function. Physiol. Rev. 80, 1483—

521 (2000).

Yoshimoto, H. et al. Genome-wide analysis of gene expression regulated by the
calcineurin/Crz1p signaling pathway in Saccharomyces cerevisiae. J. Biol. Chem.

277, 3107988 (2002).

Polizotto, R. S. & Cyert, M. S. Calcineurin-dependent nuclear import of the

transcription factor Crz1p requires NmdSp. J. Cell Biol. 154, 951-960 (2001).

49



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Boustany, L. M. & Cyert, M. S. Calcineurin-dependent regulation of Crzlp
nuclear export requires Msn5p and a conserved calcineurin docking site. Genes

Dev. 16, 608—619 (2002).

Parsons, A. B. et al. Integration of chemical-genetic and genetic interaction data
links bioactive compounds to cellular target pathways. Nat. Biotechnol. 22, 62—

69 (2004).

Westrate, L. M., Lee, J. E., Prinz, W. A. & Voeltz, G. K. Form Follows Function:
The Importance of Endoplasmic Reticulum Shape. Annu. Rev. Biochem. 84, 791—

811 (2015).

Gardner, B. M. & Walter, P. Unfolded Proteins Are Irel-Activating Ligands That

Directly Induce the Unfolded Protein Response. Science (80-. ). 333, (2011).

Bonilla, M. & Cunningham, K. W. Mitogen-activated Protein Kinase Stimulation
of Ca2+ Signaling Is Required for Survival of Endoplasmic Reticulum Stress in

Yeast. Mol. Biol. Cell 14, 42964305 (2003).

Levin, D. E. Regulation of Cell Wall Biogenesis in Saccharomyces cerevisiae:

The Cell Wall Integrity Signaling Pathway. Genetics 189, 1145-1175 (2011).

Tu, B. P. & Weissman, J. S. The FAD- and O(2)-dependent reaction cycle of
Erol-mediated oxidative protein folding in the endoplasmic reticulum. Mol. Cell

10, 983-94 (2002).

Tu, B. P. & Weissman, J. S. Oxidative protein folding in eukaryotes: Figure 1. J.

Cell Biol. 164, 341-346 (2004).

Nijman, S. M. B. Synthetic lethality: General principles, utility and detection

using genetic screens in human cells. FEBS Lett. 585, 1-6 (2011).

50



54.

Kuzmin, E., Costanzo, M., Andrews, B. & Boone, C. Synthetic Genetic Arrays:
Automation of Yeast Genetics. Cold Spring Harb. Protoc. 2016, pdb.top086652

(2016).

51



Anexo I

Abreviaturas utilizadas

B-Me: B-Mercaptoetanol

CC: Coiled-Coil.

CDRE: Elemento de Respuesta Dependiente de Calcineurina.

D-: aspartato-

DBD: Dominio de Union con DNA

DMSO: dimetilsulfoxido.

2-DOG: 2-desoxy-D-glucosa.

DTT: ditiotreitol

EDTA: 4cido etilendiaminoteatraacético.

GFP: Proteina Verde Fluorescente.

H-: Histidina-

HK: Histidina Cinasa

Hpt: Histidina fosfotransferasa

KDa: Kilodaltones

MAPK: Proteina Cinasa Activada por Mitdgenos.

OD: Densidad Optica.
pb: pares de bases

PEG: polietilenglicol.
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REC: Receptor

REDOX: Oxido-Reduccion

ROS: Especies Reactivas de Oxigeno

t-BOOH: ter-butil hidroperoxido

Tm: tunicamicina.

Tris: tris(hidroximetil)aminometano.

WT: cepa silvestre.
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Anexo I1

WT YPD

skn7 ypd

SKN7 TN

skn7 dog

WT DOG

WT TBOOH

WT TN
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skn7 YPD

skn7 DOG

skn7 TBOOH

skn7 TN
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