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Vi

Cuando se es joven y no se sabe nada,
las montafias son solo montafas,

los drboles son solo drboles

y el agua es solo agua.

Cuando se es adulto y letrado,

los drboles ya no son drboles,

las montafas ya no son montafnas
y el agua deja de ser agua.

Pero cuando se envejece y se es sabio,

las montanas vuelven a ser montanas,

los drboles vuelven a ser drboles

y el agua vuelve a ser nada mds que agua.

(Antiguo proverbio oriental)
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RESUMEN

Todas las células eucaridticas utilizan cascadas de proteinas cinasas activadas por mitégeno (MAPK)
como parte central de la transduccién de sefiales en respuesta a una gran variedad de estimulos
externos y para regular numerosas respuestas celulares, cada una respondiendo con alta
especificidad, a través de proteinas efectoras dependientes del estimulo, aln cuando las rutas
pueden compartir algunas cinasas.

La fidelidad en las respuestas puede deberse entre otras razones, a las interacciones entre las
cinasas, las interacciones entre las cinasas y sus sustratos, la presencia de cinasas especificas para
una ruta, la localizacion de las cinasas, y la formacién de complejos multienzimaticos a través de
proteinas de andamiaje. Estas ultimas facilitan las interacciones entre las cinasas asociadas y
pueden unirlas a receptores, proteinas G u otros componentes involucrados en la sefializacién, asi
como también participar en el acercamiento del complejo a la membrana. La primera MAPK de
andamiaje descrita fue Ste5p de Saccharomyces cerevisiae. Esta proteina se asocia con la proteina
G heterotrimérica y con Stellp (MAPKKK), Ste7p (MAPKK) y Fus3p (MAPK) para constituir la ruta
de seiializacién en respuesta a la feromona durante el apareamiento. A pesar de que algunas de
las MAP cinasas mencionadas participan en otras vias de sefializaciéon (crecimiento filamentoso,
integridad de la pared celular, estrés osmético), Ste5p permite que la respuesta durante el
apareamiento sea muy especifica.

En la levadura Kluyveromyces lactis se han estudiado las proteinas ortélogas a las mencionadas
anteriormente. En particular, Ste5p de K. lactis (KISte5p) es muy interesante porque su presencia
en la respuesta a feromona permite que sea especifica para el apareamiento, ain cuando algunas
de las cinasas con las que interactla participan en otras vias de sefializacion. Se piensa que dicha
especificidad es debida a que KISte5p recluta las cinasas del médulo impidiendo que se activen en
respuesta a otros estimulos.

El presente trabajo representa una revision de la informacion existente a la fecha, acerca de las
proteinas de andamiaje y las rutas de sefializacion en las que participan. Dicha informacion
proviene principalmente de los experimentos realizados en levaduras y hongos filamentosos,
aunque también se incluyen los recientes hallazgos en mamiferos. Adicionalmente se incluyen los
datos obtenidos de una parte experimental en la que se analiza la funcidon de KISte5p y su
importancia en la via de respuesta a feromona de K. lactis.



INTRODUCCION

El estudio de la via de respuesta a feromona de Saccharomyces cerevisiae comenzé con el
aislamiento de mutantes estériles en los laboratorios de Mackay y Hartwell en los setentas. Las
mutantes estériles, o STE, eran incapaces de aparearse, y aquellas especificamente defectuosas en
la respuesta a feromona no atravesaban por el arresto del ciclo celular o no cambiaban su forma
cuando se exponian a feromona sexual purificada.

La levadura tiene dos tipos sexuales, ay a (genotipos MATa y MATaq, respectivamente). Las células
MATa y MATa son haploides, y el resultado de un apareamiento exitoso serd que dos células
haploides de sexo opuesto se fusionen para formar un diploide MATa/MATa. Las células MATa
secretan la feromona Factor-a, un péptido de 13 residuos (con secuencia WHWLQLKPGQPMY), y
responden al Factor-a (Bardwell et al., 2005). Las células MATa secretan el Factor-a, un péptido de
12 residuos (con secuencia YIIKGVFWDPAC) que esta unido covalentemente a un grupo lipidico
(farnesilo), y responden al Factor-a (Bardwell et al., 2005). Cuando una célula de levadura es
estimulada por la feromona secretada por una célula cercana del sexo opuesto, atraviesa por una
serie de cambios fisioldgicos que la prepararan para el apareamiento. Estos incluyen cambios
significativos en la expresidén de alrededor de 200 genes (cerca de 3% del genoma), arresto en la
fase G1 del ciclo celular, crecimiento orientado hacia el compafiero sexual, y, finalmente, la fusion
de las membranas plasmaticas de los compafieros sexuales, seguida, poco tiempo después, por la
fusidn de sus nucleos. El proceso completo tarda alrededor de 4h (Bardwell et al., 2005).

Muchos cambios similares también ocurren cuando las células de un tipo sexual son expuestas a
feromona purificada del tipo sexual opuesto. Debido a que el Factor-a es dificil de purificar,
problematico de sintetizar, y se pega a la mayoria de las superficies, las células MATa tipicamente
son tratadas con el péptido Factor-a sintetizado (Bardwell et al., 2005). Las células asi tratadas
interrumpiran su ciclo celular, induciran la represién de la mayoria de los mismos genes, e incluso
se alargardn en una direccion determinada por el sitio de su gemacién previa.

Las células que no se aparean exitosamente, eventualmente vuelven a entrar al ciclo celular y
continuan el crecimiento vegetativo como haploides.

La via de transduccidn de sefiales que registra la presencia de la feromona extracelular y coordina
las diversas respuestas celulares se conoce como la via de respuesta a feromona de levadura, o via
de apareamiento. Varios de los componentes de la via de apareamiento también son
componentes de distintas vias de sefializacién que regulan aspectos del crecimiento invasivo
filamentoso y la respuesta a ciertos tipos de estrés.

El apareamiento es iniciado por la unidon de la feromona a un receptor de siete dominios
transmembranales (GPCR, por sus siglas en Inglés: G-Protein-Coupled Receptor) acoplado a una



proteina G heterotrimérica en la superficie celular. Como es verdad para casi todos los otros
moddulos de GPCR/proteina G de eucariontes, la union a receptor estimula a la subunidad Go de la
proteina G para intercambiar GDP por GTP; Ga unida a GTP entonces libera el heterodimero GBy
(Elion, 2000).

Después de ser liberado de Ga, el complejo GBy unido a la membrana, transmite la sefial al unirse
a tres distintos efectores: (1) un complejo Ste5p/Stellp; (2) la proteina cinasa Ste20p; y (3) un
complejo Farlp/Cdc24p. En realidad Ste4p®® se une a cada uno de los efectores, mediante
superficies de interaccidn que estaban ocultas cuando estaba asociado con G,-GDP. Ste18p® ancla
el complejo By a la membrana a través de grupos lipidicos (farnesilo y palmitoilo) unidos
covalentemente (Elion, 2000; Bardwell et al., 2005). Un resultado fundamental de la unién de Gy
a estos efectores multiples es que Ste20p y Stellp son colocados uno cerca del otro; entonces la
sefial inicial es transmitida corriente abajo cuando Ste20p se fosforila, y por lo tanto activa a
Stellp, el primer efector de la cascada de MAPK (ver Fig. 3 mas adelante).

El primer efector de GBy es Ste20p y el segundo es Ste5p. Una regiéon N-terminal de Ste5p, que
contiene un dominio RING-H2, se une a GPy cerca del sitio de unién de Ste20p (Elion, 2000;
Bardwell et al., 2005; Garrenton et al., 2006). Ste5p es una proteina multifuncional grande que
carece de actividad catalitica, pero que sirve como una plataforma de unién, un remolcador, y un
andamio para otras proteinas. Después de la estimulacién por feromona, la primera funcién de
Ste5p es la de servir como un adaptador, al unirse a ambas proteinas G y Stellp, y remolcar
Stellp unida a las inmediaciones de la membrana plasmatica. En este punto, Ste20p se fosforila, y
por tanto, activa a Stellp.

El tercer efector de GBy es un complejo de proteinas que incluye a Farlp y Cdc24p. Farlp funciona
de manera similar a Ste5p, es decir, como un adaptador para la activacidon de otra proteina que en
¥ Farlp trae a Cdc24p®F
plasmatica, donde el sustrato de Cdc24p, Cdc42p, esta (literalmente) colgando (Bardwell et al.,

este caso, es Cdc42p. Al unirse con GB y con Cdc24p a la membrana

2005). Entonces Cdc24p actla sobre Cdc42p para promover el intercambio de GDP por GTP.

Las células de levadura son sésiles pero se alargan mediante el crecimiento asimétrico en direccién
al companfero sexual cercano, formando una estructura llamada proyeccidon de apareamiento, y
adoptando una forma de pera distendida que se denomina “shmoo”.

Las proteinas involucradas en la sefializacién, la polarizacidn, la adhesién celular y la fusidén se
localizan en la proyeccién de apareamiento.

Las cascadas de proteinas cinasas activadas por mitégeno (MAPK) se encuentran en todos los
eucariontes, y practicamente se expresan en todos los tejidos. Las cascadas de MAPK contribuyen
a la regulacién de diversas respuestas, que incluyen, tanto en levaduras como en humanos, accion
hormonal, diferenciacién celular, progresién del ciclo celular, y respuestas a estrés. La cascada de
MAPK es un conjunto de tres proteinas cinasas que actlan en secuencia. En la via de
apareamiento de la levadura, la MEKK es Stellp, la MEK es Ste7p, y hay dos MAPKs, Kss1p y Fus3p.



MEK y con las MAPKs. Se piensa que Ste5p funciona

Distintas regiones de Ste5p se unen con Ste7p
como un andamio que asocia y organiza las proteinas cinasas que componen la cascada de MAPK,

y aumenta, por tanto, la transmision de la sefial de MEKK hacia MEK y de ahi hacia MAPK.

Las proteinas de andamiaje, por tanto, tienen un papel muy relevante en la especificidad de las
respuestas y en la organizacion de los mddulos de cinasas. El presente trabajo pretende llevar a
cabo una revision exhaustiva de la informacidon disponible sobre las distintas proteinas de
andamiaje en las levaduras, analizando sus diferencias y similitudes, asi como su importancia en
las diversas rutas de respuesta a estimulos. Particularmente, nos interesaremos en la proteina
Ste5p de Kluyveromyces lactis, sobre la cual se expondra una parte experimental realizada que
incluye la clonacién e interrupcién del gen y el anadlisis del fenotipo de la mutante en el
apareamiento.



EXPOSICION DEL TEMA

1 Vias de MAPK

Las vias de proteinas cinasas activadas por mitégeno (MAPK, por sus siglas en Inglés: Mitogen-
Activated Protein Kinase) regulan diversos procesos que abarcan desde la proliferacion vy la
diferenciacion, hasta la apoptosis. Activadas por un enorme conjunto de estimulos, fosforilan
numerosas proteinas, incluyendo factores de transcripcion, proteinas del citoesqueleto, cinasas y
otras enzimas, e influyen sobremanera en la expresidn génica, el metabolismo, la divisién celular,
la morfologia celular, y la supervivencia celular (Garrington y Johnson, 1999; Qi y Elion, 2005-Il).

Cada via de MAPK contiene una cascada de tres cinasas enfiladas que comprenden: una MAP
cinasa cinasa cinasa (MAPKKK, MAP3K, MEKK o MKKK), una MAP cinasa cinasa (MAPKK, MAP2K,
MEK o MKK) y una MAP cinasa (MAPK). Frecuentemente, una MAPKKK cinasa (MAPKKKK, MAP4K
o MKKKK) activa la MAPKKK. La MAPKKKK o la MAPKKK pueden estar unidas a la membrana
plasmatica —por ejemplo, a través de la asociaciéon con una pequefia GTPasa o lipido (e.g. Ste20p,
PKC, PAK MAPKKKKs y Raf MAPKKKs) (Qi y Elion, 2005-11).

Existen numerosas MAPKKKs, que incluyen las isoformas de Raf, las semejantes a Stellp MEKK1-
MEKK4, cinasas de linaje mezclado (MLKs, por sus siglas en Inglés: Mixed Lineage Kinases),
proteinas Tao y Mos (Qi y Elion, 2005-Il). Las MAPKKs y las MAPKs estdn mas altamente
relacionadas. Las MAPKKKs pueden tener grandes dominios regulatorios que interactdan con
reguladores previos (e.g. Rho, Ras). Tipicamente, las MAPKKs poseen dominios regulatorios
menores y son activadas por una fosforilacion doble de los residuos serina y treonina dentro de la
espiral del dominio catalitico. Exhiben una gran especificidad por su MAPK relacionada pero son
reguladas por diversas MAPKKKs.

Las MAPKs son activadas por una doble fosforilacién de los residuos treonina y tirosina
conservados dentro de la espiral de activacién (denotado por T-X-Y) y fosforilan residuos de serina
y treonina dentro del consenso de los motivos PXT/SP (Garrington y Johnson, 1999; Qi y Elion,
2005-11; Breitkreutz y Tyers, 2006). La especificidad de la via es regulada en distintos niveles, que
incluyen las interacciones cinasa-cinasa y cinasa-sustrato, la localizacién conjunta de cinasas por
proteinas de andamiaje, y la inhibicién de la intercomunicacién por las mismas MAPKs. Las MAPKs
se unen establemente con sus sustratos, con las MAPKKs y las proteinas de andamiaje a través de
multiples dominios de acoplamiento distintos de sus sitios activos, que pueden reconocer sitios
homalogos en diferentes objetivos. Las MAPKs también pueden inhibir la sefializacién a través de
la unidén a sustratos cuando estan cataliticamente inactivas.



Los complejos de sefializacién de los componentes del médulo de MAPK pueden variar en el
tiempo y en el espacio. Frecuentemente, las MAPKs activas se translocan del citoplasma al ndcleo
para fosforilar objetivos nucleicos, y las MAPKKs pueden trasladarse dentro y fuera del nucleo
llevando la MAPK como pasajera para anclarse en el citoplasma. Las MAPKs se posicionan en
numerosas estructuras subcelulares, que incluyen microtibulos, endosomas, el reticulo
endoplasmico y el citoesqueleto de actina.

Hormones  Growth factors ECM TNF Hormona
Cytokines Cytokines factors

L !.mllmsrh ’ __-'-I'j'FR' ‘H&‘Ei GPCR
o= R ()

I
e

Cell-wall
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Fig. 1 Vias de sefalizaciéon mediadas por MAPK en (a) mamiferos y (b) levaduras. (Tomado de Qi y Elion, 2005-11)
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1.1 Vias de MAPK en levaduras

Todas las vias de MAPK de S. cerevisiae (Fig. 1b) han sido identificadas genéticamente. A pesar de
que los componentes son compartidos entre distintas vias, no ocurre intercomunicacion errénea.
El primer mddulo de MAPK en ser definido fue el correspondiente a la via de apareamiento.

A la fecha, se han definido cinco vias de MAPK que utilizan seis distintas MAPKs: Fus3p, Ksslp,
Hoglp, Mpklp (también conocida como Slt2p), Mpllp y Smklp. Fus3p y Ksslp regulan el
apareamiento en respuesta a feromonas peptidicas y tienen sustratos Unicos y compartidos pero
solo Fus3p es esencial para el apareamiento. Ksslp funciona en vias adicionales que regulan el
crecimiento invasivo y desarrollo de pseudohifas asi como la integridad de la pared celular
(Garrington y Johnson, 1999; Qi y Elion, 2005-Il). Hoglp regula la osmolaridad intracelular en
respuesta a la osmolaridad extracelular y estrés por acido critico, Mpklp regula la integridad
celular y la gemacion en respuesta a cambios mecanicos en la pared celular y membrana
plasmatica (mediante una sefial indefinida proveniente de Mpl1lp) y Smklp regula la esporulacion,
expresada sélo después de que la meiosis se ha iniciado en respuesta a la escasez de carbono y
nitrégeno (Garrington y Johnson, 1999). Fus3p es activada por la MAPKK Ste7p en el andamio
Ste5p, a través de interacciones localizadas que involucran una proteina G heterotrimérica y una
GTPasa Cdc42p, las cuales guian la MAPKKK Stellp hacia la MAPKKKK Ste20p. Ksslp puede ser
activada por Ste7p que no esté unida a Ste5p. Hoglp puede ser activada por Stellp a través del
enlace con el andamio Pbs2p unido al sensor de membrana plasmatica, Sholp. También es
activado por un sistema de retransmision de doble componente que involucra al sensor Sinlp (una
proteina histidina-cinasa autofosforilativa), una proteina de fosfotransferencia, Ypdlp, y un
receptor, Ssklp, que activa dos MAPKKKs Ssk2p y Ssk22p que activan la MAPKK Pbs2p. Mpklp (y
posiblemente Mpl2p) regula la integridad celular y es activada por la MAPKKK Bck1p, y las MAPKKs
Mkk1lp y Mkk2p en respuesta a la estimulacion de proteinas de tipo integrinas (i.e. Wscl1-4p,
Mid2p) unidas a factores de intercambio de nucleétidos de guanina (Rom1lp y Rom2p) que activan
la GTPasa Rholp, la cual activa la proteina cinasa C1 (PKC, por sus siglas en Inglés: Protein Kinase
C), una MAPKKKK para la via (Garrington y Johnson, 1999).

Las proteinas de andamiaje son esenciales para la sefalizacion del apareamiento y alta
osmolaridad. Ste5p y Pbs2p proveen especificidad por medio de la segregaciéon de cinasas
compartidas con cinasas especificas y receptores que detectan el estimulo. Ste5p confiere sitios
separados de unién para Stellp, Ste7p y Fus3p y estimula la retransmisién de fosfato por efectos
de proximidad, oligomerizacién, y cambios conformacionales (Garrington y Johnson, 1999;
Breitkreutz y Tyers, 2006). El andamio Pbs2p une Stellp con Hoglp y también une Stellp con
Cdc42p asociada por GTP a Ste20p, por medio de la unién de su dominio rico en prolina con un
dominio SH3 de Sholp, el cual también une a Stellp.

Las MAPKs de levadura desempefian papeles importantes en la fisiologia celular a pesar de no ser
esenciales. Las MAPKs son inhibidas en varios puntos por las fosfatasas de MAPK, Msg5p y Sdp1lp,
las fosfatasas de tirosina, Ptp2p y Ptp3p, y Ptclp —un tipo de fosfatasa 2C Ser/Thr (PP2C)
(Garrington y Johnson, 1999).



Las MAPKs de levadura ayudan a mantener la especificidad de la sefializacién: Hoglp previene la
activacion errénea de Fus3p y Ksslp por Stellp durante un alto estrés de osmolaridad, y Fus3p
induce la degradacién del regulador Tecl de crecimiento invasivo y atenda Ksslp. Factores
adicionales pueden prevenir la activacion errénea de la via a alta osmolaridad por Stellp activado
durante el apareamiento y el crecimiento filamentoso y aumentan la activacidon de Fus3p sobre Ia
de Kss1p durante el apareamiento.

1.2 Vias de MAPK de mamiferos

Las vias de MAPK de mamiferos son dificiles de designar debido a la existencia de multiples cinasas,
lineas celulares, tipos de tejidos, condiciones experimentales (que pueden generar resultados
conflictivos) y redundancia funcional. Sin embargo, el andlisis genético en Drosophila
melanogaster y Caenorhabditis elegans ha ayudado sobremanera. Se han identificado cinco
familias de MAPKs en células de mamifero: cinasas extracelulares reguladas por sefiales (ERK1 y
ERK2), cinasas Jun N-terminales (JNK1, JNK2 y JNK3); isozimas cinasas p38 (p38a, p38pB, p38y y
p386); ERK3/ERK4; y ERK5 (Garrington y Johnson, 1999) (Fig. 1a). Las primeras tres, junto con sus
activadores, estan implicadas en enfermedades humanas y son el objetivo del desarrollo de
farmacos. Los médulos de MAPK de mamiferos pueden asociarse con numerosas proteinas de
andamiaje que regulan su actividad y localizacién en varias células. Las proteinas de andamiaje
pueden unirse a otras proteinas, incluyendo fosfatasas y proteinas del citoesqueleto. A pesar de
que el significado de andamiaje alin no estd bien definido en la mayoria de los casos, parece ser un
método generalmente usado para segregar los médulos individuales de MAPK y puede ayudar a
definir vias especificas de MAPK.

ERK1 y ERK2 regulan la proliferacién, diferenciacion y meiosis, aprendizaje y memoria en las
células nerviosas. Son activadas por estimulos mitogénicos tales como factores de crecimiento,
citocinas y ésteres de forbol, que activan una variedad de receptores y proteinas G. Sélo se ha
definido una via completa desde receptor hasta MAPK para las cinasas ERK1 y ERK2, que actuan
posteriores a la proto-oncoproteina Ras (Garrington y Johnson, 1999). Las ERKs son expresadas en
muchos tejidos y forman parte de un médulo de MAPK que incluye MAPKKKs Raf (A-Raf, B-Raf, C-
Raf/Rafl) y la MAPKK MEK1/MEK2. La via es facilitada por la proteina de andamiaje KSR, que une
los tres niveles de cinasas a Ras. Otras proteinas de andamiaje también pueden atar el mddulo ERK,
incluyendo la B-arrestinal/2 y MP-1 (Garrington y Johnson, 1999; Breitkreutz y Tyers, 2006).
Dependiendo de la magnitud y duracidn del estimulo, la activacién de las MAPKs ERK1/ERK2
puede derivar en la proliferacion o diferenciacion.

Los miembros de la familia JNK representan papeles cruciales en la regulacién de respuestas a
varios tipos de estrés, y en el desarrollo neural, inflamacidn, y apoptosis. Ellos son activados por
radiacion u otros tipos de estrés y por factores de crecimiento. JNK3 se expresa especificamente
en el cerebro. Los mddulos de MAPK JNK son regulados por distintas proteinas de andamiaje,
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incluyendo JIP1, JIP2, JIP3/JSAP1, JIP4, B-arrestina 2, filamina y Crkll (Garrington y Johnson, 1999).
Las proteinas de andamiaje presuntamente dirigen los mdédulos de MAPK hacia distintos sitios
dentro de la célula y poseen papeles importantes en la activacion de cinasas y en la seleccién de
sustratos. Actualmente no se entiende bien si estos andamios estan ligados a elementos previos
en la via, de forma similar a Ste5p, Pbs2p, y KSR.

Las MAPKs p38 desempeifian un papel importante en el asma y la autoinmunidad en humanos, y
son activadas por numerosos tipos de estrés fisico y quimico, incluyendo hormonas, radiacion UV,
isquemia, citocinas como la interleucina-1 y el factor de necrosis tumoral, choque osmético y
choque térmico (Garrington y Johnson, 1999; Qi y Elion, 2005-1l). Los mdédulos de MAPK p38
también estdn ligados a proteinas de andamiaje que incluyen a JIP2, JIP4 y la proteina OSM
recientemente descrita, que interactua con el citoesqueleto de actina.

1.3 Proteinas de andamiaje para las vias de MAPK en levaduras

Ste5 es un andamio para el mddulo de MAPK de respuesta a feromona (Fig. 2a). Mediante el
analisis por doble hibrido, se ha demostrado que distintas regiones de Ste5p unen a Stellp, Ste7p,
Fus3p y Stedp. Estos hallazgos predicen que Ste5p asocia GPBy con la regulacién de la via de
apareamiento mediada por MAPK. Asi, esta claro que por medio de la unién de las cinasas de la via
de apareamiento mediada por MAPK, Ste5p funciona organizando un complejo multicomponente
de sefalizaciéon que permite la regulacion de la sefial del complejo GBy vy, por tanto, la regulaciéon
de la respuesta a feromona (Breitkreutz y Tyers, 2006).

Un segundo ejemplo de la organizacion de los mddulos de MAPK por medio de las proteinas de
andamiaje es la via de respuesta a alta osmolaridad de S. cerevisiae. Esta via de respuesta
osmosensible incluye Shol (un osmosensor), Stellp (la misma MKKK empleada en la via de
apareamiento), Pbs2p (una MKK) y Hoglp (una MAPK). Pbs2p también actia como un andamio,
uniendo Sholp, Stellp y Hoglp (Fig. 2b). A pesar del uso comun de Stellp en ambos mddulos de
MAPK, no existe intercomunicacidon entre las dos vias. La razén de esto es que Pbs2p es un
andamio que une a Stellp y regula selectivamente su activacion por Sholp, y Ste5p controla la
activacion de Stellp por el complejo GBy. Por tanto, las proteinas de andamiaje permiten el uso
comun de una MKKK en la activacidn diferencial por estimulos corriente arriba y regulan las
distintas MKK-MAPKs corriente abajo (Qi y Elion, 2005-I1).
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Fig. 2 Proteinas de andamiaje. La proteina de andamiaje para cada ejemplo estd sombreada (a) Via de respuesta a feromona. (b) Via de
respuesta a alta osmolaridad. (c) Via de respuesta a factor de crecimiento. (d)Via de respuesta a citocinas. (e) Via de respuesta a estrés.
Los médulos de ay b son de levadura y los de ¢, d y e son de mamiferos. (Tomado de Garrington y Johnson, 1999)

1.4 Proteinas de andamiaje para las vias de MAPK en mamiferos

En 1998, fue identificada una proteina nombrada MP1 (compafiero 1 de MEK) que parecia ser una
proteina de andamiaje para la via de cinasa regulada por sefial extracelular (ERK) (Garrington y
Johnson, 1999). Se encontré que MP1 unia especificamente MEK1 (una MKK) y ERK1 (una MAPK)
(Fig. 2c). Cuando se sobreexpresa en células COS, MP1 aumenta la activacion de ERK1. La
prediccién es que MP1 funciona incrementando la eficiencia de la activacion de MKKK de la via
MEK1-ERK1. La MKKK predominante en esta via es Raf-1 o B-Raf, aunque MEKKK1 también
contribuye en la activacion de ERK.

Una segunda proteina de andamiaje de mamifero es JIP-1 (proteina-1 reactiva a cinasa Jun amino-
terminal [JNK]). Se encontré que JIP-1 une a la cinasa-1 progenitora hematopoyética (HPK-1), un
homélogo de Ste20p que funciona como una MKKKK (Garrington y Johnson, 1999). JIP-1 también
une a MLK3 y DLK, miembros del grupo de cinasas MKKKs de linaje mixto (MLK), y a MKK7, una
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MKK conocida en la via JNK (Fig. 2d). La coexpresion de JIP-1 con estos miembros de componentes
corriente arriba de la via JNK mediada por MAPK, aumentan la activacién de JNK. En conjunto,
estos resultados implican que JIP-1 es un andamio que une una MKKKK, una MKKK y una MKK para
la regulacidn selectiva de la activacion de JNK.

MEKK1 es una proteina grande (196 kDa) que funciona en las vias de JNK y ERK. Se ha mostrado
que MEKK1 interactia con MKK4, su sustrato en el médulo de MAPK de JNK. MEKK1 también une
directamente a JNK, la MAPK corriente abajo de MKK4. Por tanto, MEKK1 puede funcionar como
una MKKK que une una MKK especifica (MKK4) y una MAPK (JNK) (Fig. 2e). Se ha mostrado que
dos MKKKKs fosforilan MEKK1, HPK-1 y la cinasa reactiva a Nck (NIK) (Garrington y Johnson, 1999).
Los hallazgos son consistentes con que MEKK1 sea un andamio MKKK en la regulacidn de la via JNK.
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2 Via de respuesta a feromona sexual de levadura

Todas las células eucaridticas usan redes de transduccién de sefiales para responder de formas
especificas a las sefiales externas provenientes del ambiente, y para coordinar los complejos
cambios celulares al nivel del metabolismo, la expresidén génica, la divisidn celular, la morfologia y
el destino de la célula. El proceso de apareamiento en S. cerevisiae es uno de los ejemplos mejor
estudiados de respuesta celular a una sefial externa. Las células haploides se estimulan
mutuamente por medio de la secrecién de hormonas peptidicas que se unen a receptores de la
superficie celular de células del sexo opuesto. La unién de la feromona al receptor estimula varias
respuestas celulares, que incluyen cambios globales en la transcripcidn, arresto del ciclo celular en
fase G1 y morfogénesis polarizada. Estas respuestas le permiten a las células individuales
sincronizar sus ciclos celulares, elongarse y formar una proyeccion, para posteriormente unirse y
fusionarse con una célula companiera, generando asi un cigoto diploide que finalmente entrara de
nuevo al ciclo mitético. Una cascada de proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK), unida al
receptor asociado a proteina G, media todas las respuestas a feromona (Fig. 3). Los elementos
basicos de una cascada de MAPK son tres proteinas cinasas activadas secuencialmente,
nombradas de acuerdo con la ultima cinasa de la cascada. La via de apareamiento incluye una
cinasa de tipo PAK (proteina cinasa p21l-activada), Ste20p, una MAPKKK, Stellp, una MAPKK,
Ste7p, y dos MAPKs, Fus3p y Kss1p de las cuales Fus3p es la cinasa critica. Un objetivo principal de
las MAPKs es el factor de transcripcidn Stel2p, que incrementa la expresién de mas de 200 genes
para mediar las distintas respuestas (Elion, 2000).
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Fig. 3 llustracidn del mecanismo de activacidn para la via de respuesta a feromona. (Tomado de Elion, 2000)
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Muchos de los componentes de la via de respuesta a feromona son empleados por otras tres
cascadas de MAPK. Ste20p y Stellp funcionan en la via de respuesta a alta osmolaridad que les
ayuda a las células a sobrevivir a estrés osmdtico. Ste20p, Stellp, Ste7p, Ksslp y Stel2p son
empleadas por la via de crecimiento invasivo que promueve la alimentaciéon bajo escasez de
nutrientes, y por la via de crecimiento vegetativo, que promueve la integridad de la pared celular
en paralelo a la via de la proteina cinasa C. Esta cascada basica de MAPK estad elaborada por
componentes de sefializacion especificos a feromona que incluyen receptores de feromona (Ste2p
y Ste3p), proteinas G (Gpalp, Stedp, Stel18p), un andamio para la cascada de MAPK (Ste5p), y una
MAPK especializada (Fus3p) que promueve la respuesta a feromona. La especificidad adicional de
la via se logra por la prevencion de la intercomunicacion de las MAPKs (Elion, 2000).

Ste5p es un andamio para la cascada de MAPK que sujeta a las cinasas Stellp, Ste7p y Fus3p
formando un complejo molecular de alto peso, que es esencial para la activacidon de las tres
cinasas, inducida por feromona. Recientemente se han descrito numerosos andlogos de SteS5p,
que sugieren un amplio uso de las proteinas de tipo andamio en la regulacién de las cascadas de
MAPK (Elion, 2000).

Las células que se aparean perciben la direccién de la fuente de feromona de un compafiero del
sexo opuesto y sufren crecimiento polarizado, formando una proyeccién hacia la fuente. A esta
respuesta se le denomina quimiotropismo y se piensa que involucra la generacién de una frontera
interna que refleja el eje de la sefial externa de feromona y anula las pautas espaciales internas
qgue normalmente controlan la formacidon de brotes (Elion, 2000). La formacién de las
proyecciones es mediada por el citoesqueleto de actina y por muchas otras proteinas que
normalmente controlan la emergencia del brote, generando una organizacidn asimétrica del
citoesqueleto, el sistema secretor, la membrana plasmatica y la pared celular a lo largo del eje
definido por la fuente de feromona.

La formacion de la proyeccion es controlada en parte por la MAPK Fus3p con una pequefia
contribucion de la MAPK Ksslp. Las MAPKs de apareamiento activan una variedad de genes
requeridos para la morfogénesis, que incluyen componentes de la via de la proteina cinasa C que
regula la remodelacion de la pared celular y la supervivencia (Elion, 2000). La capacidad de Fus3p
para promover la morfogénesis estd fuertemente asociada con su propiedad para promover el
arresto eficiente en G1, mostrando que ambos procesos estan acoplados. Dicho acoplamiento
probablemente esté ligado a Farlp, un sustrato bifuncional de Fus3p que promueve el arresto en
G1 por medio de la inhibicidn de la cinasa dependiente de ciclina G1 y que ayuda a establecer el
sitio de crecimiento polarizado.

Se piensa que el quimiotropismo surge de la formacidn de fronteras localizadas que consisten de
subunidades de proteinas G activadas por un receptor, en los que las subunidades GBy se unen a
efectores involucrados en la morfogénesis y estabilizan el eje de polaridad en direccion a la fuente
de feromona. Los hallazgos recientes sugieren que la frontera podria ser un complejo estable del
receptor y las subunidades afy de la proteina G. Se ha mostrado que Gy activada localmente
recluta posteriormente un complejo de proteinas de establecimiento de polaridad que incluyen a
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Farlp, Cdc24p, Cdc42p y Bem1p (Fig. 4). Al igual que Ste5p, Farlp se une a GB por medio de un
dominio RING-H2 y sirve como andamio para Cdc24p, Cdc42p y Bemlp, uniéndolas a Gpy.
Posteriormente, Cdc42-GTP activada localmente se presume que une efectores tales como Ste20p,
Bnilp, Giclp y Gic2p para regular el citoesqueleto (Elion, 2000).
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Fig. 4 Farlp nuclear secuestra Cdc24p en el nlcleo y previene su acceso a la periferia celular. (Tomado de Elion, 2000)
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3 La proteina de andamiaje Ste5p de Saccharomyces cerevisiae

3.1 Generalidades

El primer andamio de MAPK en ser descrito fue la proteina Ste5 (i.e. Ste5p), que se asocia con la
proteina G, MAPKKK, MAPKK, y MAPK de la via de apareamiento. A partir de su descubrimiento, se
han descrito varios analogos de Ste5p en levaduras y mamiferos.

Muchos de los componentes de la cascada de MAPK de apareamiento son empleados en otras
cascadas de MAPK. Ste20p y Stellp se usan en la via de alta osmolaridad/glicerol (HOG) para
ayudar a las células a sobrevivir al estrés osmdtico. Ste20p y Stellp también se emplean junto con
la MAPKK Ste7p y la MAPK Kss1p tanto en la via de crecimiento invasivo como en la de desarrollo
de pseudohifas para promover la recoleccién de alimento durante la escasez de nutrientes en
haploides y diploides y en la via de crecimiento vegetativo estéril (SVG) que promueve la
integridad de la pared celular (Elion, 2001) (Fig. 5).
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Fig. 5 Diversas cascadas de MAP cinasas emplean componentes compartidos para regular el crecimiento y la diferenciacion en S.
cerevisiae. (Tomado de Elion, 2001)

Por otra parte, los experimentos genéticos han demostrado que Ste5p es esencial para la
transduccion de la seiial de la via de feromona. Los primeros mutantes ste5 fueron aislados de
tamices genéticos para mutantes incapaces de aparearse o sufrir arresto en fase G; en presencia
de feromona. Subsecuentes clonaciones del gen STE5 y analisis de cepas que abrigan mutaciones
ste5 nulas demostraron que la proteina Ste5p regula positivamente el apareamiento. A pesar de
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que la secuencia de aminoacidos predicha de Ste5p no fue informativa respecto a la definicién de
su funcionamiento, las pruebas de epistasis ofrecieron evidencia funcional concreta de su papel
esencial en la sefializacion e indicaron que funciona entre Ste20p y Stellp en la cascada de MAPK
(Elion, 2001).

3.1.1 Ste5p como un andamio para la cascada de MAPK. Se postula a Ste5p como un andamio
para la cascada de MAPK de acuerdo con las siguientes evidencias: Primero, Ste5p se asocia
selectivamente con Stellp, Ste7p y Fus3p. Segundo, Ste5p se une a las cinasas de la cascada de
MAPK por medio de sitios de unién diferenciables. Tercero, Ste5p une simultadneamente a las
cinasas (Elion, 2001).

Ste5p no es un andamio pasivo; desempena una funcién directa en la activacion de la MAPKKK
Stellp. Varias lineas de evidencia han sugerido que la unién de Ste5p a Stellp es esencial para su
activacion por feromona. Ste5p es requerida para la completa actividad basal de mutantes Stellp
hiperactivos, mientras que la subunidad GB Sted4p no lo es. Ste5p se asocia con el dominio
regulatorio N-terminal de Stellp, y en un gradiente de glicerol, Stellp cosedimenta en un mayor
porcentaje con Ste5p que con Ste7p o Fus3p. Estudios mas recientes de hecho sugieren que Ste5p
desempena dos funciones en la activacion de Stellp: (1) la localizacién de Stellp junto a la
MAPKKKK Ste20p en la corteza celular; y (2) el control alostérico de Stellp o de las otras cinasas
asociadas (Elion, 2001).

3.1.2 Reclutamiento de Ste5p hacia GBy (Ste4p/Stel8p) en la membrana plasmatica. La
subunidad GB (Stedp) de la proteina G heterotrimérica transduce la sefial de la feromona por
medio de la unidn de Ste5p ademds de Ste20p (Fig. 6). En presencia de feromona, Stedp se une a
Ste20p a través de un dominio C-terminal en Ste20p. Stedp también se une a Ste5p a través de un
dominio RING-H2 en Ste5p, y esta interaccidon también es dependiente de feromona. Evidencia
genética sugiere que Stedp se une a Ste20p y a Ste5p por medio de dominios distintos, sugiriendo
la posibilidad de que un solo dimero GBy pueda simultdneamente reclutar Ste20p y Ste5p (Elion,
2001). Ambas interacciones son esenciales para la activacién inducida por feromona de Stellp.

Hallazgos adicionales apoyan la evidencia de que la subunidad G del dimero GBy (que consta de
Stedp y de Stel8p) recluta tanto a Ste20p como a Ste5p en presencia de feromona y que estas
interacciones se requieren para que Ste20p active Stellp (Fig. 6). El dimero GBy parece unirse a
Ste20p que se encuentra en la corteza celular debido a su interaccidn con Cdc42p-GTP, porque
esta interaccidn se requiere para la transmision eficiente de la sefial inducida por la subunidad G
Stedp. En contraste, Ste5p parece ser reclutada rapidamente hacia la membrana plasmatica por el
estimulo de feromona (Elion, 2001).
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Fig. 6 llustracidn de las proteinas de andamiaje Ste5p, Pbs2p y Farlp y los procesos en los que participa cada una en la levadura.
(Tomado de Elion, 2001)

3.1.3 Oligomerizacién y cambios conformacionales. Ste5p se asocia consigo misma a través de
dos dominios: el dominio RING-H2, que se une al dimero GBy; y el dominio distal que se
sobrepone con el “zipper” potencial de leucina y el sitio de unién de Stellp. El dominio RING-H2
de Ste5p pertenece a una familia de dominios de unién de Zn ricos en cisteina que se homo-
oligomerizan y promueven el ensamblaje de estructuras macromoleculares. La mutacién del
dominio RING-H2 interfiere simultaneamente con su capacidad de oligomerizarse y asociarse con
GPy (Elion, 2001). Por tanto, un gran complejo que consiste de un dimero Ste5p y dos moléculas
de Stellp, Ste7p y Fus3p se transloca en conjunto hacia la membrana plasmatica.

Varias lineas de evidencia indirecta sugieren que Ste5p regula positivamente la actividad de las
cinasas asociadas independientemente de su capacidad para reclutarlas hacia Ste20p en la
membrana plasmatica. Estudios recientes sostienen que Ste5p regula directamente la actividad de
las cinasas asociadas, al producir cambios conformacionales. Estos resultados condujeron a la
interesante propuesta de que Ste5p existe como un dimero de hebras paralelas o como un dimero
de hebras antiparalelas, y que la unién del dimero Gy altera la conformacion de cualquiera de las
estructuras cerradas de forma que Ste20p, Stellp, Ste7p y Fus3p se alinean éptimamente para la
fosforilacidn en serie (Fig. 7) (Elion, 2001).

21



Fig. 7 Modelos conformacionales de Ste5p. Estos son dos modelos que muestran como es que la unidén de GBy a Ste5p induce un
cambio conformacional ya sea como (A) un dimero plegado o como (B) un dimero antiparalelo que se forma por medio de
interacciones entre las mitades N- y C-terminales de Ste5p. (Tomado de Elion, 2001)

3.1.4 Modelo de oligomerizacion para el reclutamiento. Un modelo alternativo propone que
Ste5p existe como dos formas: como un mondmero o dimero menos activo, plegado o cerrado en
el que el dominio RINGH-H2 no esta disponible para unir GBy vy la sefializacién basal es reprimida
(Fig. 8A); y como un dimero abierto activo de hebras paralelas (Fig. 8B) en el que el dominio RING-
H2 se une a GPy vy las interacciones que involucran las porciones N- y C-terminal generan la

formacién de multimeros de punta a punta (Fig. 8C).

Se necesita mas trabajo para aclarar la naturaleza del oligémero Ste5p y su relacién con el
reclutamiento y la transmisién de la sefial.
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Fig. 8 Modelo de oligomerizacion y reclutamiento de Ste5p Un modelo alternativo, en el que el dimero Ste5p forma oligémeros de
mayor orden por su unién a GBy. (Tomado de Elion, 2001)
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3.1.5 Traslado nuclear de Ste5p y enlaces en la activacion de la via. El reclutamiento de Ste5p a
GPBy en la membrana plasmatica es regulado e involucra el lanzamiento previo de Ste5p desde el
nucleo. La carga citoplasmica de Ste5p se traslada continuamente por el nucleo, y el lanzamiento
nuclear requiere del receptor de importacion Kap95p (Rsl1p) y del receptor de exportacion Msn5p
(Ste21p) (Elion, 2001). La feromona induce la exportacién nuclear de Ste5p.

3.1.6 Interacciones entre Ste5p y reguladores de la morfogénesis polarizada. Las células que se
aparean detectan la direccién de la fuente de feromona y sufren un crecimiento polarizado hacia
ella, formando una proyeccion en forma de pera, mediante un proceso llamado quimiotropismo.
Esto es mediado por el citoesqueleto de actina y por muchas otras proteinas que controlan
normalmente la emergencia del brote. En presencia de feromona, Farlp funciona parecida al
andamio Ste5p y se une a GBy por medio de un dominio RING-H2 homdlogo y también se une a
Cdc24p. Cdc24p se une tanto a Cdc42p como a Bemlp, ésta ultima proteina ayuda a localizar las
proteinas de establecimiento de la polaridad en el citoesqueleto de actina (Fig. 9).
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Fig. 9 Interacciones entre Farlp y Ste5p. (Tomado de Elion, 2001)



A pesar de que la evidencia genética sostenga que Cdc24p (un factor de intercambio de nucledtido
de guanina [GNEF]), Cdc42p (una proteina G), Ste20p, y Bemlp (una proteina de adaptacion)
promuevan el crecimiento polarizado independientemente de la cascada de MAPK de
apareamiento, estd claro que la respuesta morfogenética requiere de suficiente sefializacién a
través de la cascada de MAPK (Elion, 2001). El reclutamiento de Ste5p, al igual que las proteinas de
morfogénesis, es asimétrico y enriquecido en los sitios de crecimiento y sugiere que la maquinaria
de localizacidn refuerza las vias que conducen hacia la localizacion activada de la cascada de MAPK
y probablemente también localice Fus3p hacia sustratos relevantes (tales como Farlp).

3.1.7 Stebp y la especificidad de la via. Existen varias hipdtesis respecto a la especificidad: que
recae en el nivel de la unién selectiva de Ste5p a la MAPK Fus3p, en la localizacién de la MAPK
Fus3p hacia objetivos especificos, en el mantenimiento de Fus3p en un estado de alta actividad
especifica o en la capacidad de restringir las cinasas al sitio de la activacién de la via. Actualmente,
no existe evidencia que apruebe o desapruebe alguna de estas posibilidades (Elion, 2001).

Cierta evidencia indica que la activacion de Fus3p, y no Kss1p, determina si las células se aparean
(Elion, 2001). Es posible que Ste5p ayude a localizar Fus3p hacia sus sustratos, dado que sus
patrones de localizacion se traslapan.

Otro modo en el que Ste5p pueda promover la especificidad de la via es previniendo la activacion
de las cinasas que participan en otras vias (Elion, 2001).

3.2 Dominios de Ste5p

3.2.1 Dominio RING-H2. El andamio Ste5p activa una cascada asociada de proteina cinasa
activada por mitdgeno por la unién a través de su dominio RING-H2 (Fig. 10) a un dimero Gy
(Stedp/Ste18p) en la membrana plasmatica en un evento de reclutamiento que requiere el
lanzamiento nuclear previo de Ste5p. La evidencia genética sugiere que Ste5p se debe
oligomerizar para funcionar, pero se desconoce su impacto en la funcién y la localizacion. La
mayoria de Ste5p es monomérica, lo que sugiere que la oligomerizacidn esta estrechamente
regulada. El incremento en la cantidad de oligdmeros de Ste5p incrementa la asociacidon con
Stellp. Notablemente, los oligdmeros de Ste5p también son exportados mds eficientemente
desde el nucleo, retenidos en el citoplasma por Stellp y mejor reclutados hacia la membrana
plasmatica, lo cual resulta en la activacion constitutiva de la cascada de apareamiento de proteina
cinasa activada por mitégeno (Elion, 2001). Los ensayos de coprecipitacion muestran que el
dominio RING-H2 es la clave determinante para la oligomerizacion. Los andlisis mutacionales
sugieren que el dominio rico en leucina limita la accesibilidad del dominio RING-H2 e inhibe la
exportacion y el reclutamiento ademas de promover la asociacion de Stellp y su activacién (Wang
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y Elion, 2003). Otros resultados sugieren que la forma principal de Ste5p es un mondmero inactivo
con un dominio RING-H2 y un sitio de unién de Stellp inaccesibles, mientras que la forma activa
es un oligdmero que se exporta y recluta mas eficientemente y tiene un dominio RING-H2 y un
sitio de unién de Stellp mas accesibles.

Sted Fus3 Stell Ste7
138 214 241 336 463 514 744 895
X RINC |
3 L NG /
Ste5 - CH2 Vi
49 66 177 229 428 455 N o . 917
TR REE, dimerization
138 239 335 sgs domains

Fig. 10 El dominio RING-H2 es esencial para la oligomerizacién completa de Ste5p. llustracidon de Ste5p y las proteinas con las que
interactda. NLS, sefial de localizacidn nuclear; LZ, “zipper” de leucina. (Tomado de Wang y Elion, 2003)

3.2.2 Dominio PM/NLS. Se ha identificado un motivo en la porcion N-terminal de Ste5p (el
dominio PM/NLS) que se une a membranas acidas de fosfolipidos (Winters et al., 2005), dicho
dominio refleja una propension a formar una a hélice anfipatica. Aunque distinto del dominio de
union a GPy, el dominio PM/NLS se requiere para que Ste5p se una a GBy en la membrana
plasmatica y, de ahi, medie las respuestas de sefializacion a feromona (Fig. 11). Asi, se ha
propuesto que el reclutamiento en membrana de Ste5p se requiere para el efecto cooperativo de
dos interacciones separadas débiles: una interaccién Ste5p-GBy y una interaccion Ste5p-
membrana.
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Fig. 11 Modelo de la funcién de unién a membrana en la localizacidn y sefializacidn de Ste5p. Para mayor claridad algunos
componentes de la via se han omitido en las vifietas (B)-(D). (A) Modelo original del reclutamiento en membrana de Ste5p
desencadenado por GBy. (B) Reclutamiento de Ste5p en membrana que requiere de la cooperacion de una interaccion débil de Ste5p-
GBy y una interaccion débil de Ste5p-membrana. El cilindro denota la a-hélice anfipatica putativa formada por el dominio PM/NLS. (C)
La interaccion en membrana de Ste5p también puede ocurrir a la par de la interaccidn Ste5p-Stellp en células con Stellp sujetada a
membrana. (D) Mutantes hiperactivas de Ste5p con dominios PM/NLS de mayor afinidad a membrana. (Tomado de Winters et al., 2005)
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La union débil a membrana claramente es ventajosa, ya que una unién mas fuerte por el dominio
PM/NLS de Ste5p causa una sefializacion no regulada. Los dominios PH individuales pueden tener
interfaces separadas de unién a lipidos y de unién a proteinas que actlan en concierto para
gobernar la localizacion subcelular.

También se ha propuesto que la regulacion de la sefializacién de Ste5p involucra cambios en la
localizacién, conformacion y oligomerizacion de Ste5p.

Por otra parte, se ha mostrado que el dominio PM/NLS de Ste5p gobierna la localizacién tanto en
la membrana plasmatica como en el nucleo. En estudios previos, se ha propuesto que el traslado
nuclear de Ste5p se requiere para su reclutamiento en membrana, basado ampliamente en los
fenotipos de mutaciones de acciéon cis que interrumpen el traslado nuclear pero que en
retrospectiva también parecen interrumpir la unién directa a membrana por Ste5p (Winters et al.,
2005). Ademas, Ste5p se recluta pobremente en la membrana si se secuestra en el nucleo. La
localizacidén nuclear puede ayudar a minimizar el contacto membranal promiscuo al reducir las
concentraciones citoplasmicas de Ste5p, y varias observaciones sugieren que el secuestro nuclear
de Ste5p es inhibitorio. Notablemente, la localizacién nuclear de Ste5p no se requiere para
propagar la sefial al nucleo, porque el atrapar a Ste5p en la membrana plasmatica no interrumpe
la sefializacién (Winters et al., 2005). En cambio, Fus3p parece acarrear la sefial al nlcleo después
de la activacion en Ste5p localizada en membrana.

Interesantemente, los motivos de localizacién de doble funcién no son Unicos de Ste5p, ya que
recientemente se reportaron dos ejemplos relacionados: uno en el factor de transcripcién Opilp
de S. cerevisiae y otro en el factor de citocinesis Mid1p de S. pombe (Winters et al., 2005).

3.2.3 Dominio PH. Ambas bases de datos PFAM y BLAST CDD predicen un dominio PH (homologia
a pleckstrina, residuos 400-512) en Ste5p de S. cerevisiae (Garrenton et al., 2006) (Fig. 12). Este
elemento se encuentra en una regién un poco mas grande (residuos 388-512) que esta altamente
conservada entre la Ste5p de S. cerevisiae y sus ortélogos en otras especies de Saccharomyces e
incluso en levaduras mas alejadas filogenéticamente. (Fig. 13A) Este segmento posee las
secuencias especificas encontradas en los dominios PH bien caracterizados, a pesar de que los
dominios PH en general pueden compartir poca identidad de aminoacidos de 10%-15% (Fig. 13B).
A pesar de la poca similitud de secuencia, todos los dominios PH auténticos adoptan un
plegamiento proteico caracteristico, que consiste de un sandwich de B-hebras que terminan con
una a-hélice C-terminal (Garrenton et al., 2006).
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Fig. 12 Estructura primaria de Ste5p. (Areas claras) Regiones implicadas en la unién de las proteinas indicadas; (linea punteada)
localizacién del motivo PM; (linea sélida) localizacién del dominio PH. (Tomado de Garrenton et al., 2006)
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Fig. 13 Analisis de secuencias y analisis del dominio PH de Ste5p de Saccharomyces cerevisiae. (A) Alineamiento del dominio PH de
Ste5p de S. cerevisiae (residuos 388-518) con las correspondientes secuencias de ortélogos en Saccharomyces bayanus, Saccharomyces
mikatae, Saccharomyces paradoxus, Ashbya gossypii, y K. lactis. (B) Alineamiento del dominio PH de Ste5 de S. cerevisiae con algunos
dominios PH de mamifero. Elementos de estructura secundaria (flechas verdes, B-hebras; cilindros azules, a-hélices). Los residuos
basicos del “loop” B1-B2 y Trp conservado de la hélice C-terminal estdn resaltados (negritas). (Tomado de Garrenton et al., 2006)

La accion coordinada de GPy, el motivo PM —una a-hélice anfipatica N-terminal de unién a
membrana—, y el dominio PH se requiere para el reclutamiento estable de Ste5p en la membrana
plasmatica y para la activacién robusta de la via (Fig. 14).
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Fig. 14 Requerimiento del dominio PH para el anclaje a membrana y sefializacion de Ste5p. La accidn coordinada de GBy, el motivo PM,
y el dominio PH se requiere para el reclutamiento estable de Ste5p en membrana y la activacion robusta de la via. (Tomado de
Garrenton et al., 2006)

3.2.4 Dominio de Unidn a Ste7p. Mediante la aplicacidn de la técnica de tamiz génico localizado
en STE5 se han identificado repetidamente mutaciones recesivas en un residuo conservado, E756,
en el dominio de unién a Ste7p que causan la activaciéon errénea de la via de MAPK de
filamentacidn por la sefializacion de la feromona (Schwartz y Madhani, 2006). Las células mutantes
exhiben un incremento en el patrén de activacién de MAPK tal que la MAPK Ksslp de
filamentacién se activa predominantemente en respuesta a feromona (Fig. 15). Los estudios de
velocidad de sedimentacidn muestran que el andamio mutante es defectuoso en la unién a una
subpoblacién fosforilada de Ste7p. Ciertos resultados sugieren que la disociacion incrementada de
la cinasa activada Ste7p por el andamio mutante puede causar el incremento observado en la
activacion de la MAPK Ksslp en vez de Fus3p y la pérdida de especificidad resultante. La
intercomunicacién en células ste5-E756G se debe a la activacion incrementada de Ksslp y a la
reducida degradacion dependiente de Fus3p del factor de transcripcion Teclp de la via de
filamentacién (Schwartz y Madhani, 2006). Estos resultados demuestran una funcién para un
andamio enddgeno en la especificidad de la sefializacidn.
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Fig. 15 (A) Diagrama de las vias de MAPK de apareamiento y filamentacion en S. cerevisiae. Los componentes especificos del
apareamiento se muestran en negro, los componentes especificos de la filamentacion en gris, y los componentes compartidos en azul.
(B) Alineamiento de secuencias de aminoacidos de homdlogos de Ste5p de cuatro especies de levaduras de ascomicetos. La mostrada

es una porcion del dominio de unién de Ste7p de los homdlogos. S.c. Saccharomyces cerevisiae, C.g. Candida glabrata, K.I.
Kluyveromyces lactis, A.g. Ashbya gossypii. E756 de S. cerevisiae esta marcada con un asterisco. (C) Arquitectura del dominio de Ste5p,
se indica la localizacidn aproximada del residuo E756. (Tomado de Schwartz y Madhani, 2006)

Antes de la induccidn, Ste7p se une al andamio, pero se puede disociar con una rapidez moderada.
Una vez que Ste7p se ha activado, raramente se disocia porque estd en una conformacién que se
une de manera diferente a Ste5p. Este modo de unidn distinta requiere de contactos entre E756 y
Ste7p. La mutante ste5-E756G tiene una afinidad similar para la Ste7p inactiva. Sin embargo, una
vez que Ste7p es activada, se pierde la unién incrementada, porque el sitio de unién en Ste5p para
la Ste7p activada esta interrumpido por la mutacion E756. Ste7p activada se disocia rapidamente,
lo que resulta en una activacién disminuida de Fus3p y en una activacién incrementada de Ksslp,
lo cual conlleva a la intercomunicacion (Schwartz y Madhani, 2006) (Fig. 16).
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Fig. 16 Una subpoblacién de Ste7p fosforilada aparece disociada del andamio Ste5p-E756G. Modelo de la funciéon de Ste5p en la
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especificidad de la sefial. Los componentes especificos del apareamiento estan indicados en negro, los componentes especificos de la
filamentacion en gris, los componentes compartidos en azul, el componente mutante en rojo. Las cinasas activas estan indicadas con
paralelogramos. (Tomado de Schwartz y Madhani, 2006)

3.3 Traslado nuclear de Ste5p

El reclutamiento de las proteinas citoplasmicas de sefializacién hacia la membrana plasmatica en
respuesta a una sefal extracelular es una etapa esencial en la activacién de las cascadas de
proteina cinasa. Las proteinas de andamiaje y de adaptacion que unen enzimas de sefializacién
también parecen localizarse en la periferia a fin de transmitir las sefiales recibidas a través de la
membrana plasmadtica. Mientras que estd claro que la localizacién apropiada de los componentes
citoplasmicos de sefalizacidn es una caracteristica esencial de la transmisién de la sefial, se sabe
poco acerca de los mecanismos que aseguran que estos componentes de sefializacion (1) se
localicen hacia la membrana plasmatica en el tiempo correcto y (2) que se evite la activacion
errénea de las vias de transduccién de sefales en ausencia de la sefal apropiada (Mahanty et al.,
1999).

La localizacion de Ste5p hacia G en la membrana plasmatica es esencial para la transmisién de la
sefial de feromona a las enzimas asociadas de la cascada de MAP cinasa. Se ha mostrado que esta
localizacién crucial requiere del traslado previo de Ste5p a través del nucleo, Ste5p se traslada
constitutivamente por el nucleo durante el crecimiento vegetativo. La feromona aumenta la
exportacién nuclear de Ste5p, y este acervo se transloca hacia la periferia celular. Es importante
resaltar que Ste5p incapaz de transitar por el nlcleo no puede localizarse en la periferia y activar
la via, mientras que Ste5p con transito aumentado hacia el nicleo tiene una capacidad
incrementada para localizarse en la periferia y activar la via (Mahanty et al., 1999). Por tanto, se
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sugiere que Ste5p se localiza en la periferia celular a través de una via de clasificacion que se
origina en el nucleo (Fig. 17). El reclutamiento en membrana de Ste5p sélo se detecta en células
qgue no han tenido brotes y en las puntas de proyecciones de apareamiento, sosteniendo
fuertemente que se involucra un mecanismo de clasificacion polarizada (Mahanty et al., 1999).
Durante el apareamiento, las células de levadura sufren un crecimiento polarizado hacia su pareja
de apareamiento por medio de la deteccion de un gradiente de feromona. El crecimiento
polarizado involucra al citoesqueleto de actina y el movimiento polarizado de vesiculas secretoras
gue se originan del reticulo endoplasmico (ER) que esta contiguo a la envoltura nuclear, mientras
qgue los microtubulos del nucleo permiten la migracién nuclear hacia la corteza celular. Asi, el
reclutamiento asimétrico de Ste5p hacia la corteza celular puede involucrar componentes del
citoesqueleto y/o la maquinaria secretora que se intersecta con el nucleo.

- a factor + o factor

=\ /5
sus' Ste5

Induced Signaling
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Induced Morphogenesis

Fig. 17 Modelo de la localizacion de Ste5p en la membrana plasmatica. El asterisco indica que Ste5p es competente para localizarse en
la membrana plasmatica. (Tomado de Mahanty et al., 1999)

Este esquema de regulacién puede asegurar que Ste5p citoplasmico no active las cinasas rio abajo
en ausencia de feromona y puede ser aplicable a otras proteinas de sefalizacion reclutadas en la
membrana.
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3.3.1 Cdc24p regula el traslado nuclear y el reclutamiento del andamio Ste5p. El factor de
intercambio de nucledtido de guanina Cdc24p de S. cerevisiae regula el crecimiento polarizado al
unirse a Cdc42p, una GTPasa de tipo Rho que tiene muchos efectores, incluyendo la cinasa Ste20p,
gue activa multiples cascadas de MAPK (Mahanty et al., 1999). Cdc24p promueve la sefalizacion
de MAPK durante el apareamiento a través de interacciones con Ste5p, un andamio que debe
trasladarse por el ndcleo y unirse a la subunidad B (Stedp) de una proteina G para que Ste20p
active la cascada sujeta a MAPK. Ste5p se recluta basalmente en sitios de crecimiento de células
en fase G; independientemente de Stedp. La pérdida de Cdc24p inhibe la importacion nuclear y
bloquea el reclutamiento basal inducido por feromona de Ste5p. Ste5p no se recluta basalmente y
la MAPK Fus3p no se activa basalmente en presencia de una mutante Cdc24p (G168D) que sin
embargo activa a Cdc42p, sugiriendo que Cdc24p regula a Ste5p y la cascada asociada de MAPK
por medio de una funcién que no es dependiente de su actividad de factor de intercambio de
nucledtido de guanina. Esto sugiere que Cdc24p media la localizacidn especifica de sitio de Ste5p
hacia una proteina G heterotrimérica y por tanto puede asegurar la activacién localizada de la
cascada de MAPK asociada (Wang et al., 2005).

3.3.2 Los filamentos de actina se requieren para el reclutamiento polarizado de Ste5p. La
localizacién del andamio Ste5p en la corteza celular es polarizada y requiere del lanzamiento
nuclear previo, que también se necesita para la activacion de Fus3p. En ausencia de feromona, una
pequeiia cantidad de Ste5p se acumula en sitios corticales en las fases celulares G2/M y G1 por
medio de un proceso que involucra a Cdc42p, Cdc24p y Bemlp, y es dependiente de Stedp y del
citoesqueleto de actina. Cdc24p se traslada al nucleo, se une a Ste5p y promueve la acumulacion
nuclear y el reclutamiento de Ste5p. Estos y otros hallazgos, sugieren que Ste5p se recluta
basalmente por pautas internas establecidas por Bem1p, Cdc42p y Cdc24p, que deben trasladarse
por el nucleo y reclutarse con Ste5p como un complejo (Qiy Elion, 2005-I1). Durante la estimulacion
de feromona, el reclutamiento polarizado de Ste5p se hace dependiente del citoesqueleto de
actina ademads de Stedp. Ste5p se detecta en la corteza de las células en fase G1 a los pocos
minutos de la adicién del factor a y se encuentra en las puntas de los shmoos en crecimiento.
También se ha demostrado que durante la estimulacién de feromona, la formina Bnilp es esencial
para el reclutamiento del andamio Ste5p en sitios corticales y controla el reclutamiento de Ste5p
por medio de filamentos de actina (Qi y Elion, 2005-1). Bnilp también se requiere para el
reclutamiento cortical de Cdc24p, para la activacion eficiente de Fus3p y para el reclutamiento
estable de Fus3p en la membrana celular.

3.4 Fosforilacion de Ste5p

Ste5p estd sujeta a dos tipos de fosforilacidon e incrementos en la abundancia como resultado de la
activacion de MAPK. Durante el crecimiento vegetativo, Ste5p se fosforila basalmente por medio
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de un proceso regulado por la CDK Cdc28p (Flotho et al., 2004). Durante la sefalizacidon de
feromona, Ste5p sufre una fosforilacidon incrementada por la cascada de MAPK de apareamiento.
La fosforilacién inducida por feromona requiere de la localizaciéon de Ste5p en la membrana.
Multiples cinasas de la cascada de MAPK de apareamiento contribuyen a la fosforilacion inducida
por feromona de Ste5p, donde las MAPKs de apareamiento Fus3p y Ksslp hacen la mayor
contribucion. Asi, la fosforilacién inducida por feromona de Ste5p es estrictamente dependiente
de su reclutamiento en la membrana plasmadtica, a pesar de que Ste5p estd distribuida en el
citoplasma y el nucleo. Sorprendentemente, el incremento en el nivel de activacidon de las MAPKs
de apareamiento incrementa la cantidad de Ste5p en la corteza celular (Flotho et al., 2004).
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4 Proteinas de andamiaje en la via de respuesta a estrés osmotico de
Saccharomyces cerevisiae

La MAPKKK Stellp de levadura actia en al menos tres vias separadas: la via de respuesta a
apareamiento (feromona), la via de crecimiento filamentoso, y la via de respuesta a alta
osmolaridad. No obstante, en las cepas silvestres, no existe intercomunicacién entre estas vias
distintas de MAPK, debido en parte por la funcidn de las proteinas de andamiaje. Por ejemplo, en
la via de respuesta a apareamiento, la proteina de andamiaje Ste5p interactla con la proteina G
Stedp asi como con las cinasas Stellp, Ste7p, y Fus3p. Debido a que el andamio organiza estas
proteinas en un complejo distinto, las moléculas de Stellp activadas por la sefial de feromona se
dirigen especificamente para activar las cinasas de apareamiento rio abajo Ste7p y Fus3p (Fig. 18A).

De manera similar, en una rama de la via de respuesta a alta osmolaridad, la MAPKK Pbs2p actua
como un andamio y también como una cinasa (Fig. 18A). Esta proteina contiene un dominio rico
en prolina que interactia con un dominio homdlogo a Src3 (SH3) en el osmosensor Sholp.
Ademas, Pbs2p interactia con la MAPKKK Stellp y la MAPK Hoglp. Asi, las moléculas de Stellp
que se activan por el estrés de alta osmolaridad por medio de Sholp se dirigen para activar las
cinasas rio abajo Pbs2p y Hoglp. La importancia de las interacciones de andamiaje en la direccion
del flujo de informacion se demuestra por el hecho de que las moléculas quiméricas de andamiaje
se pueden disefar para que redirijan la sefial de apareamiento a una respuesta de osmolaridad
(Zarrinpar et al., 2004).

Sin embargo, algunas etapas de la via de MAPK de respuesta a alta osmolaridad pueden ocurrir
aun en ausencia del andamio Pbs2p. Especificamente, en cepas carentes de Pbs2p (MAPKK vy
andamio) o Hoglp (MAPK), se observa que la estimulacion por estrés de alta osmolaridad resulta
en la intercomunicacidn con la respuesta de apareamiento. Esta intercomunicacién inducida por
mutacion es consistente con un modelo en el que la respuesta a osmolaridad resulta normalmente
en la inhibicién por retroalimentacion del osmosensor Sholp por la Hoglp activada. Asi, si alguna
cinasa rio abajo se suprime, esta inhibicion de retroalimentacidn se pierde, lo cual resulta en una
acumulacidn de Stellp activada que entonces puede activar la MAPKK de apareamiento Ste7p rio
abajo (Fig. 18B). Por tanto, Sholp y Stellp son esenciales para la intercomunicacion.
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Fig. 18 Proteinas de andamiaje en las vias de MAPK de respuesta a alta osmolaridad y apareamiento en levadura. (A) La MAPKK Pbs2p
participa en la respuesta a alta osmolaridad y sirve como un andamio para la rama Sholp de la via. Para mayor claridad, varios
componentes de las vias no se muestran. (B) Cuando Pbs2p o Hoglp se suprimen, se observa intercomunicacion de un estimulo de alta
osmolaridad con la via de respuesta a apareamiento. (Tomado de Zarrinpar et al., 2004)

Se ha reportado que la MAPKKK Stell puede unir directamente una regién en la cola citoplasmica
del osmosensor transmembranal Sholp (residuos ~170 a ~210) (Zarrinpar et al., 2004). También se
ha mostrado que esta regidn se requiere para activar a Stellp de manera dependiente de Pbs2p:
esta regidn de Sholp y no un dominio SH3 funcional (que une a Pbs2p) es necesaria para generar
la intercomunicacion con la via de apareamiento. Pbs2p se considera como el andamio candnico
de esta rama de la via de respuesta a osmolaridad.

A pesar de que Pbs2p desempeiia una funcién clave —organizar los componentes de esta via y
dirigir el flujo de informacién— los resultados actuales sugieren que Sholp también desempena
una funcidn importante de andamiaje. Sholp une fisicamente dos compafieros: Stellp y Pbs2p. La
interaccion con Stellp contribuye principalmente en su activacion, pues la recluta hacia Ste20p y
la activa en la membrana celular. Ambas Sholp y Ste20p se localizan en sitios de polarizacién. La
interaccion de Sholp con Pbs2p, por medio del dominio SH3 de Sholp, se requiere entonces para
dirigir la accién de Stellp activada hacia Pbs2p. Cuando la interaccion mediada por SH3 se
interrumpe, ocurre intercomunicacién inapropiada con la via de apareamiento (activacion de la
MAPKK Ste7p).

Asi, es mas apropiado considerar a Sholp y Pbs2p como andamios que cooperan en la via de
respuesta a osmolaridad, equiparando su funcidon por separado, con la de Ste5p de la via de
apareamiento. Los estudios previos han demostrado que cuando Stellp y Pbs2p se fusionan
covalentemente, la activacion de Stellp sélo conduce a la respuesta osmotica y no a la respuesta
de apareamiento (Zarrinpar et al., 2004). Estos datos son consistentes con un modelo en el que
Sholp desempeia normalmente la funcidon de adaptador, uniendo a Stellp y Pbs2p.
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Es posible que la interaccion de Sholp con Stellp sea una de las etapas reguladas por el estrés
osmético. En el contexto silvestre, se sugiere que un conjunto de interacciones redundantes
trabajan a la vez para reclutar a Stellp hacia el complejo de sefializacion —las interacciones con
multiples regiones de Sholp asi como con Pbs2p.

Existen varios modelos distintos de cdmo es que Sholp y Pbs2p funcionan juntas para dirigir los
eventos de activaciéon de las cinasas en la via de respuesta a osmolaridad. En uno de ellos se
propone que ambas moléculas y sus interacciones coordinadas funcionan para ensamblar
cooperativamente a los miembros de la via para mediar la activacién de Stellp y Ste20p, y la
transmision apropiada de la sefial de Stellp a Pbs2p a Hoglp (Fig. 19A). Sin embargo, también son
posibles los modelos alternativos en los que Sholp y Pbs2p coordinan los eventos de ensamblaje
en secuencia. Por ejemplo, Sholp podria coordinar la activacién inicial de Stellp por Ste20p,
mientras que la interaccién subsecuente de Sholp con Pbs2p puede permitir la transferencia de
Stellp activada a un sitio de atraque en Pbs2p a través del cual puede comunicarse con sus
companieros rio abajo (Zarrinpar et al., 2004) (Fig. 19B).
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Fig. 19 Modelos de cémo es que Sholp y Pbs2p pueden funcionar juntas para dirigir el flujo de informacion en la via de MAPK de

osmolaridad. (A) Sholp y Pbs2p pueden formar una red de cooperacion de interacciones que permita la activacion de Stellp por

Ste20p, seguida de la activacion subsecuente de Pbs2p y Hoglp. (B) Sholp y Pbs2p pueden formar interacciones secuenciales con
componentes de la via. (Tomado de Zarrinpar et al., 2004)
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5 Proteinas de andamiaje en el crecimiento polarizado de Saccharomyces
cerevisiae

Tanto en los organismos unicelulares como en los multicelulares, el crecimiento celular polarizado
es crucial para la formacidn de morfologias celulares precisas que le permiten a la célula realizar
funciones especializadas. Por ejemplo, el desarrollo de neuritas les permite a las células nerviosas
llevar a cabo la transduccién sensorial, la formacidon de microvellosidades les permite a las células
epiteliales absorber nutrientes, y el crecimiento de tubos de polen en los estilos de flores facilita la
fertilizacion de plantas. A pesar de que los eventos citoldgicos involucrados en el crecimiento
celular polarizado han sido bien estudiados, los mecanismos moleculares involucrados en este
proceso no estan claros (van Drogen y Peter, 2002).

S. cerevisiae presenta crecimiento celular polarizado en varias etapas de su ciclo celular. El
crecimiento polarizado es prominente en la gemacién durante el crecimiento vegetativo y en la
formacion de pseudohifas y durante la formacion de la proyeccién en respuesta a feromona. El
crecimiento polarizado en una célula vegetativa comienza en G; tardia, cuando un brote emerge
de un sitio especifico dictaminado por el locus sexual y el pedigri de la célula. El crecimiento
celular ocurre inicialmente en la punta del brote (crecimiento apical) y después continla
isotropicamente conforme crece el brote. Finalmente, justo antes de la citocinesis, ocurre la
formaciéon de nueva pared celular y membrana en el cuello de la célula madre. Cuando las
levaduras estan limitadas de fuentes de nitrégeno, también sufren gemacion pero adoptan una
morfologia alargada y forman cadenas de células conectadas llamadas pseudohifas, que le
permiten a las células diseminarse a través de la superficie para obtener acceso a los nutrientes.
Durante el apareamiento, las células haploides responden a feromona de células del sexo opuesto
y forman proyecciones hacia sus compafieras de apareamiento; estas proyecciones son
importantes para la fusion celular (van Drogen y Peter, 2002).

En la levadura, el crecimiento celular polarizado es un proceso complejo que involucra la
organizacion polarizada del citoesqueleto de actina, la funcién coordinada de muchas proteinas de
polaridad, y la regulacion de cascadas de transduccién de sefiales. Los parches de actina corticales
estdn concentrados en sitios de crecimiento polarizado, y los filamentos de actina corren en
paralelo al eje de polarizacién (al eje de la célula madre durante la gemacion y longitudinalmente a
la proyeccién durante el apareamiento). Se cree que el citoesqueleto de actina dirige vesiculas
secretoras que contienen componentes de crecimiento (e.g. pared celular y membrana plasmatica)
hacia sitios de crecimiento (van Drogen y Peter, 2002).
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5.1 Spa2p

La proteina Spa2p de levadura se localiza en sitios de crecimiento y es importante para la
morfogénesis polarizada durante la gemacidn, el apareamiento y el crecimiento de pseudohifas.
Por el sistema de doble hibrido se ha determinado que Spa2p interactia con Pea2p y Bud6p
(Aip3p); estas tres proteinas estan involucradas en el mismo proceso biolégico (Sheu et al., 1998).
Los experimentos de coinmunoprecipitacion demuestran que Spa2p y Pea2p estan asociados
estrechamente in vivo.

Los experimentos de velocidad de sedimentacién sugieren que una porcion considerable de Spa2p,
Pea2p, y Bud6p cosedimenta, generando la posibilidad de que estas proteinas formen un gran
complejo multiproteico 12S. Por otra parte, se ha mostrado que Bud6p interactia con actina, lo
cual sugiere que el complejo 12S funciona para regular el citoesqueleto de actina (Sheu et al.,
1998).

Los andlisis de delecidon han revelado que varias regiones de Spa2p estan involucradas en su
localizacién a sitios de crecimiento (Sheu et al., 1998). Una de las regiones involucradas en la
estabilidad y localizacién de Spa2p interactia con Pea2p; esta regién contiene un dominio
conservado, SHD-II.

Por medio del uso de un sistema de doble hibrido, también se ha encontrado que Spa2p y Bud6p
interactian con componentes de dos vias de proteinas cinasas activadas por mitégeno
importantes para el crecimiento celular polarizado (Fig. 20). Spa2p interactia con Stellp y Ste7p
de la via de sefalizacion de apareamiento asi como con las MEKs Mkk1p y Mkk2p de la via MAPK
Slt2p (Mpk1p); para ambas Mkkl1p y Ste7p, se ha mapeado la regidon interactiva de Spa2p en el
dominio regulatorio putativo N-terminal. También se ha encontrado que Bud6p interactda con
Stellp. La region de Spa2p que interactia con MEK corresponde con el dominio SHD-I altamente
conservado (Sheu et al., 1998), el cual es importante para el apareamiento y la sefializacion de
MAPK. De acuerdo con lo anterior, se ha propuesto que Spa2p, Pea2p, y Bud6p funcionan
conjuntamente, probablemente como un complejo, para promover la morfogénesis polarizada a
través de la regulacién del citoesqueleto de actina y las vias de sefializacién.
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Fig. 20 Resumen de las interacciones distintas entre los constituyentes del complejo 125 y los componentes de sefializacion. (Tomado
de Sheu et al., 1998)

Por otra parte, se sabe que en la levadura, la via Mpklp-MAP cinasa funciona para mantener la
integridad del citoesqueleto y la pared celular. En este mddulo, la MEKK Bck1p funciona rio arriba
de las MEKs Mkkl1p y Mkk2p, que entonces activan la MAP cinasa Mpklp. Mpklp regula varios
objetivos nucleares, incluyendo los factores de transcripcién RIml1p y SBF, y las dos proteinas de
tipo HMG1 NHP6A y NHP6B (Sheu et al., 1998). Ademas, se ha mostrado que Mpk1p se transporta
constitutivamente entre el nucleo y el citoplasma, y que tanto Mpklp como Mkk1p se localizan en
sitios de crecimiento polarizado de manera dependiente de Spa2p.

Varias lineas de evidencia sugieren que Spa2p funciona como una molécula de tipo andamio para
reclutar el médulo de Mpklp-MAP cinasa en sitios de crecimiento polarizado. Primero, Mkklp y
Mpk1p interactuan especificamente con Spa2p. Segundo, Spa2p, Mkklp, y Mpklp se acumulan en
sitios de crecimiento polarizado de manera dependiente de actina. Tercero, Mpklp y Mkk1p fallan
en acumularse en puntas de brote y proyecciones de apareamiento en células spa2A. Finalmente,
Spa2p-CTM es suficiente para reclutar Mkklp y Mpklp a la corteza celular. Mkk1p interactia con
el dominio amino-terminal de Spa2p, el cual no se requiere para su localizacidn. La localizacién de
Spa2p antecede el reclutamiento del médulo Mpklp-MAP cinasa. Con base en estos resultados, se
ha propuesto que Spa2p proporciona una plataforma para la activacién de Mpklp en sitios de
crecimiento polarizado, mientras que Mpklp activo se disocia de Spa2p y se transloca
rapidamente al nucleo para fosforilar sustratos rio abajo. Spa2p no es esencial para la activacion
de Mpklp bajo condiciones de estrés que afecten la corteza celular entera (Sheu et al., 1998). En
vez de activar generalmente la Mpklp, Spa2p se involucra en la concentracién de la actividad de
Mpk1p hacia regiones especificas de la corteza celular, particularmente hacia sitios de crecimiento
polarizado.
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5.2 Farlp

A pesar de que las células de levadura son sésiles, son capaces de responder a un gradiente
morfogenético durante el apareamiento. En este proceso, dos células haploides de distintos tipos
de apareamiento (células a y a) se comunican una con otra por feromonas secretadas (factoray a,
respectivamente). Las células interpretan este gradiente de feromona y polarizan su citoesqueleto
en direccion de la mayor concentracién de feromona, de ese modo aseguran una fusién eficiente
de las dos comparieras de apareamiento.

La activacion sitio-especifica de la pequefia GTPasa Cdc42p es central para la polarizacion del
citoesqueleto de actina durante la gemacion y el apareamiento (Wiget et al., 2004). La forma de
GTP unido de Cdc42p es capaz de interactuar con sus efectores, que incluyen a Giclp y Gic2p, las
cinasas tipo PAK Ste20p y Cladp, y la formina Bnilp. En conjunto, estos efectores de Cdc42p
organizan el ensamblaje dindmico del citoesqueleto de actina, que a su vez localizan la fusién de
vesiculas secretorias al sitio de crecimiento polarizado. Durante el crecimiento vegetativo, el sitio
de polarizacion estd marcado por la activacion local de la GTPasa pequefia Rsrip/Budlp, que se
cree que recluta y activa a Cdc24p en el sitio incipiente de brote (Wiget et al., 2004). Durante el
apareamiento, la proteina Farlp adaptadora se necesita para interpretar correctamente el
gradiente de feromona al orientar al citoesqueleto de actina hacia el sitio de la mayor
concentracidon de feromona. Farlp interactla a través de distintos dominios con Cdc24p y GBy,
ambas interacciones se requieren para la funcién de Farlp de orientar el citoesqueleto de actina
en un gradiente de feromona.

Poco a poco ha comenzado a surgir un entendimiento detallado de los mecanismos moleculares
por los que las células de levadura orientan su crecimiento superficial hacia la pareja de
apareamiento en un gradiente morfogenético. Los receptores de feromona distribuidos
uniformemente se activan asimétricamente por la uniéon de feromonas, secretadas por la pareja
de apareamiento mas cercana. Los receptores activados de feromona desencadenan la disociacion
local de Ga de GBy. A su vez, GBy activa la cascada de sefializacién de MAP cinasa por la union a
Ste5p, mientras que recluta y activa el GEF Cdc24p por medio de Farlp. Se ha propuesto que la
unién de GPy recluta a Farlp al sitio de activacién del receptor, donde se estabiliza por medio de
un dominio de tipo PH (Wiget et al., 2004). La union de GPy también desencadena un cambio
conformacional en Farlp, que puede permitir a un dominio carboxi-terminal activar al GEF Cdc24p
por un mecanismo que involucra dimerizacion (Fig. 21). Cdc42p activada localmente promueve la
enucleacion de actina predominantemente a través de la formina Bnilp, ensamblando de ese
modo los filamentos de actina que sirven como pistas para entregar vesiculas que contienen
nuevo material de membrana al sitio de polarizacion.
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Fig. 21 Modelo para la activacion y funcion de Farlp durante la polarizacion del citoesqueleto de actina en respuesta a factor-a. (A) En
ausencia del factor-a, GPy esta secuestrada por Ga-GDP y es incapaz de interactuar con Farlp. Como resultado, Farlp estd autoinhibida
(indicado esquematicamente por una flecha roma) y su dominio carboxi-terminal es incapaz de activar a Cdc24p. (B) La unién de la
feromona a su receptor resulta en la disociacién local de GBy de Ga-GTP. GBy interactia con Farlp y por consiguiente recluta a Cdc24p
al sitio de activacion del receptor. Ademads, la unién de GBy a Farlp desencadena un cambio conformacional permitiendo al dominio
carboxi-terminal de Farlp inducir la actividad de GEF de Cdc24p. (Tomado de Wiget et al., 2004)

5.3 Bemlp

El tamafio total de la célula y la composicién macromolecular permanecen inalterados después de
ciclos sucesivos de division celular. Este fendmeno también se extiende hasta organelos
intracelulares unidos a la membrana, porque el nimero de copias y el tamafo de cualquier
compartimento de organelo permanecen constantes en las células en divisién. Implicita en este
aspecto central de la fisiologia celular estd una coordinacidn precisa entre la divisién celular y la
biogénesis de organelos, pero en la mayoria de los casos los mecanismos son un misterio (Han et
al., 2005).
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Un factor de establecimiento de polaridad central en una variedad de organismos (desde la
levadura hasta el ser humano) es Cdc42p, una GTPasa pequefia tipo Rho que orquesta numerosos
procesos necesarios para la polarizacidn, tales como la organizacién de septina y actina y del
trafico de membrana, en respuesta a transiciones del ciclo celular y cambios ambientales (Han et
al., 2005). La localizacion en la membrana de Cdc42p no esta restringida a la membrana
plasmatica, también incluye membranas internas, en especial las membranas vacuolares. Entre los
numerosos efectores de Cdc42p y proteinas reactivas, la proteina de andamiaje Bem1p es critica
para la correcta activacién de Cdc42p. Bemlp, es una proteina de andamiaje que ayuda a localizar
las proteinas de establecimiento de la polaridad en el citoesqueleto de actina. Cdc24p es un factor
de intercambio del nucleétido de guanina de Cdc42p (GEF). Una vez que Cdc24p se encuentra en
el sitio de gemacidén, se une a Bemlp y da lugar a la reorganizacidon de actina dependiente de
Cdc42p necesaria para la emergencia del brote (Han et al., 2005). Ademas, se ha mostrado que
Bemlp se requiere para la fusidon de vacuolas. Sin embargo, existen diferencias entre las funciones
de Bemlp en la fusidn de vacuolas y en la emergencia del brote; se necesitan futuros
experimentos para conocer en todos sus detalles los mecanismos que las generan.

44



6 Vias de seializacion en otros hongos y organismos pluricelulares

6.1 Cascadas de transduccidn de seinales conservadas

Los hongos son organismos eucarioticos que divergieron de un ancestro comun junto con los
animales eucaridticos multicelulares hace 800 a 1000 millones de afios. A pesar de esta
divergencia evolutiva, los hongos estan mds cercanamente emparentados con los animales que
con las plantas, algas, bacterias, o arqueas y, por tanto, comparten aspectos importantes con las
células de mamifero. Quiza esto es mas aparente en las cascadas de sefalizacidon que regulan el
funcionamiento celular. Los estudios sobre distintos hongos, incluyendo tanto ascomicetos como
basidiomicetos, han convergido para definir dos cascadas de transduccién de sefiales altamente
conservadas que regulan el desarrollo de hongos vy la virulencia (Lengeler et al., 2000). Una es una
cascada de MAP cinasa que media las respuestas a feromona. La segunda es una cascada de
deteccién de nutrientes con receptor acoplado a proteina G mas proteina Ga asociada a proteina
cinasa dependiente de cAMP. Estas vias funcionan coordinadamente para regular el apareamiento,
la filamentacidn y la virulencia. La forma en que estas vias estan organizadas difiere en detalle, asi
como la forma en que los organismos han evolucionado para vivir predominantemente como
haploides o diploides, para aparearse bajo condiciones ricas o pobres en nutrientes, o para
responder a sefiales del hospedero cuando infectan plantas o animales (Lengeler et al., 2000). Lo
que es mas sorprendente es cdmo se han conservado los mecanismos generales de deteccién de
sefiales. Por ejemplo, una proteina Ga altamente conservada (Gpa2p, gpa2p, GPAlp, y Gpa3p)
funciona en una via de deteccidn de nutrientes para regular la produccién de cAMP durante el
desarrollo de pseudohifas en S. cerevisiae, el apareamiento en Schizosaccharomyces pombe, el
apareamiento y la virulencia en el hongo patégeno humano Cryptococcus neoformans, y el
apareamiento y la virulencia del patégeno de maiz Ustilago maydis respectivamente (Lengeler et
al., 2000). Estos estudios ilustran qué tan flexiblemente pueden ser adoptadas las redes de
regulacién por organismos divergentes durante la adaptacién a imposiciones ambientales Unicas.

6.2 Senalizacidn de la proteina G en Schizosaccharomyces pombe

Tanto S. cerevisiae como Schizosaccharomyces pombe utilizan proteinas G para responder a la
unién de ligandos por receptores que detectan feromonas y glucosa en el ambiente. Aunque tanto
S. cerevisiae como S. pombe poseen dos subunidades Ga, una subunidad GB y una subunidad Gy
para mediar la sefializacién de feromona y glucosa, el uso de estas cuatro subunidades en las dos
vias es completamente distinto. En S. cerevisiae, la sefial de feromona es enviada por medio de
una proteina G heterotrimérica, resultando en la activacién de una via de sefializacion de MAPK
por el dimero GBy. Este mismo dimero Gy activa un miembro de la familia PAK, que es requerido
para la activacién de la via de MAPK y para una segunda funcién donde media el crecimiento
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celular polarizado para facilitar el contacto y la fusion celular entre companeros sexuales. Por otra
parte, la sefializacidon de glucosa/cAMP es mediada por una subunidad Go. monomérica asi como
por proteinas Ras (Hoffman, 2005). En cambio, en S. pombe, es la via de sefalizacidon de
glucosa/cAMP que utiliza la proteina G heterotrimérica, en la cual la subunidad Ga activa el
efector rio abajo que es la adenilato ciclasa (Hoffman, 2005). Similar a la via de glucosa/cAMP de S.
cerevisiae, la via de feromona de S. pombe involucra tanto una subunidad Ga monomeérica como
un homoélogo de Ras que activan las vias de sefializacion de MAPK y PAK (Hoffman, 2005). Estas
similitudes y diferencias resaltan tanto las ventajas como las limitaciones potenciales de los
estudios en organismos modelo relativamente simples. Los descubrimientos sorprendentes de la
sefializacion por subunidades Ga monomeéricas en la via de glucosa/cAMP de S. cerevisiae y de la
via de feromona de S. pombe fueron ampliamente facilitados por el hecho de que cada levadura
posee sélo un gen STE4 que codifica para G el cual se ha demostrado genéticamente que actua
en solo una de las dos vias de sefializacién. Es mucho mds dificil identificar vias de sefializacion de
Ga monomérica en humanos, cuyo genoma posee 16 genes para Ga, 5 para GB, y 12 para Gy. Sin
embargo, parece poco probable que la capacidad de las subunidades Ga monoméricas de mediar
las vias de sefalizacidn de proteinas G sea restringida sélo a los sistemas fungicos (Hoffman, 2005).

6.3 Kluyveromyces lactis

K. lactis esta relacionada filogenéticamente con S. cerevisiae. El habitat natural de K. lactis es
diverso aunque muchas cepas originalmente se aislaron de productos lacteos en los que la lactosa
es la principal fuente de carbono. En su cariotipo se distinguen 6 cromosomas que miden entre 1y
3 Mb, se estima que el tamafio total del genoma es de 10 a 12 Mb —su genoma ha sido
secuenciado y se encuentra disponible en la pagina http://cbi.labri.fr/Genolevures/index.php
junto con los genomas de otras levaduras.

K. lactis ofrece un modelo atractivo para estudiar los procesos de diferenciacion celular en
respuesta a sefiales ambientales y pueden hacerse analisis genéticos facilmente. Es un organismo
unicelular y esencialmente aerdbico y heterotalico que posee un ciclo celular convencionalmente
organizado.

6.3.1 Via de respuesta a feromona. Mientras que una gran cantidad de informacién se ha
acumulado referente a las cascadas de transduccién de sefiales en S. cerevisiae y otros hongos,
una pregunta critica se refiere a cuales de las caracteristicas de los sistemas de transduccidn son
genéricas y cudles son especie especificas. Por ejemplo, en K. lactis, el sistema de transduccion de
sefiales que media la respuesta de apareamiento se desencadena tanto por la subunidad Ga
(Gpalp de K. lactis [KIGpalp]) como por la subunidad GB (KIStedp) de la proteina G
heterotrimérica (Coria et al., 2005). Existen dos diferencias documentadas entre las vias de
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respuesta a feromona mediada por la proteina G de S. cerevisiae y de K. lactis: primero, mientras
que la disrupcién de GPA1, el gen que codifica la subunidad a de la proteina G en S. cerevisiae,
produce arresto permanente del crecimiento y por tanto, la muerte de células haploides, la
inactivacién de Ga (KIGpalp) en K. lactis no afecta la viabilidad celular pero produce esterilidad
parcial (Coria et al., 2005); segundo, la sobreexpresion de la subunidad GB (Ste4p) induce el
arresto del crecimiento y el apareamiento en S. cerevisiae pero no tiene efecto en K. lactis. A pesar
de que se ha mostrado que tanto Ga como G desencadenan la respuesta a feromona por medio
de la activacion del factor de transcripcion KIStel2p, nada se sabe acerca de los elementos que
conectan la proteina G con el factor de transcripcidn en K. lactis (Coria et al., 2005). Actualmente
se estdn investigado las caracteristicas fenotipicas de mutantes de disrupcion de componentes de
la via de respuesta a feromona de K. lactis (Tabla 1).

Tabla 1. Componentes putativos y probados de la via de respuesta a feromona de Kluyveromyces lactis. (Tomado de Coria et al., 2005)

Homdlogo de Saccharomyces cerevisiae

Nombre del Gen Fenotipo de la Funcion Identificador en la Identidad Valor E
mutante base de datos de K. (%)
lactis
KLSTE2 Desconocido No determinada KLLAOF25102 48 5e-92
KLSTE3 Estéril Receptor de KLLAOA06534 51 le-131
feromona
KLGPA1 Estéril Acttia como un KLLAOF25916 62 8e-154
elemento positivo en
la via de
apareamiento
KLSTE4 Estéril Acttia como un KLLAODO6787 52 le-119
elemento positivo en
laviade
apareamiento
KLSTE18 Fértil Desconocida KLLAOEO6138 53 3e-24
KLSTE20 Desconocido Desconocida KLLAOB13607 50 0
KLSTE5 Estéril Desconocida KLLAOF12023 27 3e-56
KLSTE11 Desconocido Desconocida KLLAOB13112 58 le-60
KLSTE7 Desconocido Desconocida KLLAOC16577 52 le-130
KLFUS3 Desconocido Desconocida KLLAOE10527 69 le-150
KLSTE12 Estéril Activacion de la KLLAOE17193 35 le-107
transcripcion de
genes de
apareamiento
KLSTE1 Estéril Fusion celular KLLAOC01540 33 le-17

Los componentes de respuesta a feromona han sido identificados y caracterizados en varias
especies de hongos. Los promedios de identidad de secuencia entre las proteinas de K. lactis y sus
ortélogos de otras especies son: 49% para S. cerevisiae, 42% para Candida glabrata, 34% para
Debaryomyces hansenii, y 30% para Yarrowia lipolitica (Coria et al., 2005). Estos datos concuerdan
con los hallazgos obtenidos por estudios de comparacion gendmica sobre estas especies.

6.3.2 Respuesta a estrés osmético. La participacion de Ste50p, Ste20p y Stellp en la rama Sholp
de la via HOG ha sido extensivamente documentada en S. cerevisiae. De forma resumida, el
osmosensor Sholp de la via recluta Pbs2p a la membrana durante la sefializacién. Tanto Sholp
como Pbs2p pueden unirse a Stellp. Stellp es activado por fosforilacion mediada por las cinasas
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Ste20p y Cladp y requiere de Ste50p. Stellp activa a Pbs2p, que en su lugar activa a Hoglp. La via
de respuesta a alta osmolaridad en S. cerevisiae también es regulada por la rama Sinlp, que
consiste del sistema de transmisién de fosfato SInlp-Ypdlp-Ssklp. SInlp es una histidina cinasa
osmosensora, Ypdlp es un proteina de fosfotransferencia, y Ssklp es un regulador de respuesta.
Un choque hiperosmético desactiva Sinlp, provocando la activacion de Ssk2p y Ssk22p (dos
cinasas redundantes) por medio del regulador de respuesta Ssklp. Ssk2p y Ssk22p activan la
MAPKK Pbs2p, que a cambio activa, por fosforilacién, la MAPK Hoglp (Kawasaki et al., 2008). Las
dos ramas de activacion de Hoglp no son redundantes, puesto que la rama Sinlp-Ssklp tiene una
funcién mds prominente que la rama Sholp-Stellp bajo osmolaridad intermedia (KCl 0.1 M), pero
ambas ramas funcionan bajo alta osmolaridad. Actualmente se desconoce si estas dos ramas estan
activas en K. lactis; sin embargo, el fenotipo de alta sensibilidad a sorbitol concentrado (1.0 M) y
alta salinidad (KCl 0.5 M) mostrado por las mutantes KISte50A, KISte20A y KiStel1A, sugiere
fuertemente que la via Sholp tiene una participacion destacada en la osmoadaptacién a
condiciones de alto estrés (Kawasaki et al., 2008). Mas aun, la disrupcién de KISTE11 provoca
defectos de crecimiento severos en alto estrés osmatico en K. lactis, mientras que en las células de
S. cerevisiae, la inactivacién de Stellp induce la sensibilidad a concentraciones hiperosméticas
sélo en escenarios ssk1A o ssk2A ssk22A (O’Rourke y Herskowitz, 1998).

Por otra parte, hay evidencia de que la mutante Klste7A es sensible al estrés osmotico alto y
ademds se ha visto por coinmunoprecipitacidon que existe una asociacién de KISte7p con KIHoglp
en K. lactis. Estos resultados podrian explicarse si KIPbs2p carece de actividad de cinasa y KISte7p
es capaz de reemplazarla, o bien, si KIHoglp puede ser fosforilada por actividades de MAPKK
redundantes en la via HOG (Kawasaki et al., 2008). Ciertos resultados descartan la primera
hipdtesis puesto que la fosforilacién de KIHoglp también se observa en las células mutantes
Kiste7A. Adicionalmente, se ha mostrado que la fosforilacion de KIHoglp es completamente
dependiente de KIPbs2p, lo cual sugiere que KIHoglp necesita ser reclutada por la actividad de
andamio de KIPbs2p para que sea fosforilada por KISte7p; i.e., KISte7p no puede fosforilar KIHog1p
soluble.

6.4 Homologos de Spa2p y Bud6p en Aspergillus nidulans

En los sitios de crecimiento apical, multiples complejos proteicos se ensamblan y coordinan para
asegurar que el material de construccion entrante alcance los sitios de destino apropiados, y se
mantenga el crecimiento polarizado. Uno de estos complejos es el polarisoma que consiste de
Spa2p, Bud6p, Pea2p, y Bnilp en S. cerevisiae. Las hifas filamentosas difieren en su desarrollo y
estilo de vida de las levaduras y asimismo regulan el crecimiento polarizado de distinta forma. Se
han buscado homdélogos del polarisoma en el hongo filamentoso modelo Aspergillus nidulans y se
caracterizaron los homadlogos Spa2p y Bud6p de S. cerevisiae, SpaAp y BudAp. En comparacion con
Spa2p de S. cerevisiae, SpaAp carece del dominio Il pero tiene tres dominios adicionales que se
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conservan entre los hongos filamentosos. Las cepas con reemplazo de genes y los estudios de
localizacién muestran que SpaAp funciona exclusivamente en la punta de la hifa, mientras que
BudAp funciona en sitios de formacién de septos y posiblemente en puntas de hifas (Virag y Harris,
2006). También se ha mostrado que SpaAp no se requiere para el ensamblaje o mantenimiento
del Spitzenkdrper —una estructura presente exclusivamente en las puntas hifales en crecimiento
activo, que se visualiza como un punto apical. Asi, se propone que la funciéon central del
polarisoma en el crecimiento polarizado se mantiene pero con distintas contribuciones de los
componentes del polarisoma al proceso.

A la fecha, los Unicos hongos filamentosos en los que se han caracterizado homélogos de Spa2p vy
Bud6p son Candida albicans, y Ashbya gossypii (Virag y Harris, 2006). AUn mas, Spa2p y Bud6p de
C. albicans tienden a asociarse como un polarisoma equivalente (Virag y Harris, 2006). Sin
embargo, debido a que estos hongos estan estrechamente emparentados con S. cerevisiae (i.e.,
todos son miembros del subphylum Saccharomycotina), no estd claro si ellos son representativos
de un mayor espectro de hongos filamentosos.

6.5 KSR, una proteina de andamiaje que facilita la activacion de MAPK en organismos
multicelulares

Mientras que los andamios para la via de MAPK estdn bien documentados en las células de
levadura, de mosca y de gusano, la deduccidn de la importancia y funcién fisiolégica de homdlogos
de mamifero ha sido menos exitosa (Nguyen et al., 2002). Con base en la unién a multiples
componentes de una via de sefializacién de MAPK, se ha sugerido que varias proteinas de
mamifero funcionan como andamios de MAPK. Para la via de sefializacion de Ras/MAPK, se han
implicado tres proteinas —KSR, MP-1, y RKIP (Morrison, 2001). En las vias de estrés que emplean
JNK, JIP-1 y MEKK1 se han identificado como andamios potenciales. En general, son definidos
como andamios con base en su capacidad para unir dos o mds componentes de la via de cinasas.
KSR ha sido clonado en Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster (Nguyen et al., 2002).
Mediante experimentos de epistasis genética se ha posicionado KSR después de Ras y antes de
MEK en la via de sefializaciéon. KSR interactia con varios componentes de la cascada de MAP
cinasa, incluyendo Raf-1, MEK1/2 y ERK1/2. El modelo que actualmente esta surgiendo es uno en
el que KSR actla como una proteina de andamiaje que coordina el ensamblaje de un complejo de
MAP cinasa multiproteico localizado en membrana, un paso vital en la transduccién de la sefial
mediada por Ras (Fig. 27).

49



Fig. 27 Modelo de la funcion de KSR. (A) En la célula en reposo, Ras con GDP unido se localiza en la membrana plasmadtica, y las
proteinas inactivas Raf y KSR se encuentran en el citoplasma. MEK inactiva interactia establemente con el dominio CAS de KSR; las
proteinas 14-3-3 se unen a KSR y Raf y probablemente estabilizan sus conformaciones inactivas. (B) En respuesta a eventos de
sefializacion de membrana, Ras cambia a GTP unido, e induce la translocacion de Raf a la membrana plasmatica, donde se activa. KSR
también se transloca a la membrana, llevando a MEK consigo. Como resultado, MEK se localiza con Raf, su activador fisioldgico. La
liberacion de las proteinas 14-3-3 y la localizacién de KSR en la membrana probablemente exponen los sitios de anclaje de MAPK. (C)
Efecto inhibitorio del dominio de KSR aislada. MEK esta unida al dominio CA5 de KSR y secuestrada en el citosol. Como resultado, la
activacion de MEK y MAPK esta bloqueada. (Tomado de Morrison, 2001)

Los miembros de KSR constituyen una nueva familia de proteinas que muestra una notable
similitud estructural global con proteinas de la familia Raf. Todos los miembros conocidos de KSR
contienen cinco dominios conservados: una regién caracteristica de 40 residuos de las proteinas
KSR (CA1), una region rica en prolina (CA2), un dominio de dedos de zinc rico en cisteina (CA3),
una regidn rica en serina/treonina (CA4), y un dominio de cinasa putativa (CA5) (Morrison, 2001).
En ambas Raf y KSR, el dominio de cinasa ocupa la mitad C-terminal de la proteina, y los dominios
conservados menores se encuentran en la regién N-terminal (Fig. 28).

Pro- Cys- Ser/

Unique rich rich Thr-rich Kinase domain
CA1 CA2 CA3 CA4 CA5
S* T S*FxFP | |

Fig. 28 Representacion esquematica de KSR. Los miembros de la familia KSR contienen cinco dominios conservados: un dominio unico
de las proteinas KSR (CA1), una region rica en prolina (CA2), un dominio rico en cisteina (CA3), una regidn rica en serina/treonina (CA4),
y un dominio de cinasa putativo (CA5). MEK1/2 (MEK), Raf-1, Hsp90 y p50°*“*’ (Hsp90/p50) interacttian con el dominio CA5; ERK1/2
(MAPK) se une a un motivo FxFP encontrado en el dominio CA4, Las subunidades y de proteinas G (Gy) se unen al dominio CA3, y las
proteinas 14-3-3 interacttan con dos residuos fosfoserina (5*) localizados en ambos lados del dominio CA3. (Tomado de Morrison,
2001)
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Ademas de las homologias de secuencia y de la estructura de dominio, existen otras numerosas
similitudes entre KSR y Raf. Al igual que los genes Raf, los genes KSR se encuentran en vertebrados
y mamiferos, pero no existe un homélogo obvio en levadura. Ademds, la localizacidén subcelular de
KSR es dindmica y cambia en respuesta a eventos de sefializacidn, al igual que Raf. En las células en
reposo, KSR se encuentra predominantemente en el citosol, pero bajo la activacién de Ras, una
fraccion de KSR se transloca a la membrana plasmatica y se encuentra como un complejo de alto
peso molecular (Morrison, 2001).

Mientras que la pérdida de la expresiéon de KSR causa la mortandad del embriéon en D.
melanogaster, la pérdida de KSR tiene poco efecto en C. elegans. Aunque la genética apoya la idea
de que KSR es un regulador positivo de la via Ras/MAPK, los estudios de sobreexpresion en células
de mamifero sugieren que KSR puede activar e inhibir la sefializacion de Ras/MAPK (Nguyen et al.,
2002).

Para probar la funcién de KSR como un andamio de MAPK in vivo en mamiferos, se han generado
ratones deficientes (knock-out) de KSR. Se observod que a pesar de que KSR no es requerida para el
desarrollo, la pérdida de KSR disminuye la activacién de MAPK (Nguyen et al., 2002). Se concluye
por lo tanto que KSR es un andamio para la via de MAPK que no es indispensable pero funciona
principalmente para facilitar la activacion de MAPK.
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7 El andamio Ste5p de Kluyveromyces lactis —resultados experimentales

Al igual que S. cerevisiae, K. lactis presenta una proteina de anclaje para las MAP cinasas (KISte5p),
pero se desconoce su morfologia y su funcién. Es conveniente aclarar que esta proteina se
encontré en la base de datos del genoma de K. lactis, tiene un 60.8% de similitud (alineamiento
FASTA) con Ste5p de S. cerevisiae (Fig. 22) y posee un tamafio de 746 aa.

»>UNIPROT : STES_YEAST P32917 Protein STES. (317 aa)
initn: 669 initl: 300 opt: 606 Z-score: 702.8 bits: 141.0 E(): 1.5e-30
Smith-Waterman score: 956: 26.9% identity (60.8% similar) in 767 aa overlap (31-732:92-834)
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Fig. 22 Alineamiento de secuencias de nucleétidos de KISte5p y Ste5p de S. cerevisiae (ScSte5). El grado de similitud entre estas
proteinas es de 60.8%. Para realizar este alineamiento se empled el programa FASTA (http://www.ebi.ac.uk/fasta33/) con valores
estandares de trabajo.
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El trabajo experimental tuvo como objetivo caracterizar la proteina de anclaje Ste5p de K. lactis.
Para ello, se amplifico el gen completo (el cual carece de intrones) empleando DNA gendmico
proveniente de la cepa 155 de K. lactis (MATa ade2 his3 ura3) (Fig. 23A); los oligonucledtidos
empleados tuvieron la siguiente secuencia: (+1) ATGTCTAGAGGTAATAC (+17) y (+2300)
GTTTAGAGAGAGAACGG (+2284). El gen amplificado se clond en el vector pCR4-TOPO el cual tiene
un tamano de 3.9 Kb y tiene como marcadores selectivos la resistencia a Kanamicina y Ampicilina
(Fig. 23A). Se utilizo el protocolo sugerido por el fabricante (Invitrogen) y se transformaron células
competentes de E. coli DH5a. Con las transformantes obtenidas se hicieron minipreparaciones de
plasmido para analizarlas mediante digestiones con enzimas de restricciéon para comprobar que
correspondiera al fragmento deseado, ademdas se secuencid y se compard con la secuencia
disponible de la base de datos (http://cbi.labri.fr/Genolevures) para confirmar que se trataba del
gen KISTES.

Posteriormente, se subclond un fragmento de 1.3 Kb (desde +5 hasta +1299) del gen KISTES en el
vector YIp352 (Fig. 23B). Es necesario sefialar que Ylp352 es un vector de integracién de levadura,
y lleva el marcador URA3 que sirve para complementar la auxotrofia a uracilo que contiene la cepa
receptora. Después de la clonacidn, el vector YIp352+KISTE5A se digirié con Hpal y Spel para
hacerlo lineal y permitir su integracion cromosomal por doble recombinacion homédloga —Ila
transformacién y ensayos genéticos de levaduras se realizaron de acuerdo con las técnicas
estandares (Adams et al., 1998). Al transformar las levaduras con esta construccion, se espera un
evento de recombinacion homdloga en el que el gen silvestre original es interrumpido por el
pldsmido. Asi, quedaron aproximadamente 770 pb del lado 5’ del gen original —mas 3.8 Kb
correspondientes al tamafio total del vector (Fig. 23C). Cabe aclarar que la interrupcion del gen
KISTE5 se obtuvo en una cepa de cada sexo: 155 (MATa) y 12/8 (MATa lysA argA ura3).
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DNA Gendmico de Kluyveromyces lactis 155
(MATa ade2 his3 ura3)
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Fig. 23 Interrupcidn del gen KISTES. (A) El gen KISTES5 se amplifico por PCR a partir de DNA gendmico, y se cloné en el vector pCR4-
TOPO que confiere resistencia a Kanamicina y Ampicilina. (B) Posteriormente se subcloné un fragmento de 1294 pb mediante una
digestion Xbal-Hindlll en el vector Ylp352 el cual lleva un marcador URA3. (C) El plasmido obtenido en B se digirié con Hpal y Spel para
hacerla lineal y permitir, por recombinaciéon homéloga, su integracién cromosomal. De esta forma se logré la interrupcion del gen
KISTE5 tanto en una cepa MATa como en una cepa MATa. [En la Gltima figura, también se marcan los sitios de restriccion empleados en
el ensayo de Southern blot (Pst/-Clal) descrito mas adelante, asi como aquellos usados para obtener la sonda (Bglil-Xhol).]
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Por ensayos de Southern blot —los cuales se hicieron de acuerdo con las técnicas estandares de
biologia molecular (Sambrook y Russel, 2001)— se comprobd la integracion y la interrupcion del
gen en las mutantes. En dichos ensayos se empled una sonda Bglll-Xhol (777 pb), y el DNA
gendmico purificado se digirid con Pstl y Clal —que cortan 200 pb rio arriba y rio abajo de KISTES5,
sin cortes intermedios (Fig. 23C). Esto generd una banda de hibridacidn correspondiente a ~6.5 Kb
(YIp352/KISTE5A) para las cepas mutantes y otra hibridacion correspondiente a ~2.5 Kb (KISTE5)
para las cepas silvestres (Fig. 24).
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Fig. 24 Ensayo de Southern Blot. Se aprecia la banda esperada de 6.5 Kb para las cepas mutantes en las muestras 3,4, 6 y 7 y la banda
de 2.5 Kb para la cepa silvestre (W). (A) Gel con el DNA digerido con Pstl y Clal, que se transfirié a una membrana de nylon para hacer el
Southern blot. (B) Southern blot realizado con la sonda Bglll-Xhol. El DNA se extrajo de la cepa K. lactis 155, con el otro sexo se hizo el
mismo experimento y también se analizaron las transformantes por Southern blot obteniendo resultados similares.

Una vez que se comprobd que las transformantes numeradas como 3, 4, 6 y 7 tenian el evento de
integracién deseado, se procedié a analizar el fenotipo durante el apareamiento. El ensayo
cualitativo demostré que el fenotipo de las cepas mutantes kiste5A de ambos sexos es de
esterilidad, lo que indica que el producto del gen KISTE5 es esencial en la transmision del estimulo
de la feromona sexual (Fig. 25).
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Fig. 25 Apareamiento cualitativo de las transformantes 3, 4, 6 y 7 (todas por duplicado). La caja de la izquierda muestra el crecimiento
de los haploides silvestre (W) y mutantes en medio SD-URA, todos correspondientes al sexo MATa. La caja de la derecha muestra los
diploides obtenidos en medio selectivo al cruzar las cepas de la caja de la izquierda con un césped de células del sexo opuesto (MATa).
Es claro que sélo la cepa silvestre fue capaz de aparearse, por tanto, las mutantes k/ste5A son estériles.

Posteriormente se realizaron ensayos de epistasis, que principalmente consistieron en observar el
resultado de apareamiento de una cepa kiste5A+Ga* (subunidad o activa de la proteina G
heterotrimérica). Esta cepa nos permite saber si KISte5p es indispensable en la via de
apareamiento, y si su ubicacién en la via es anterior o no de Ga. Para realizar dichos ensayos,
primero se tuvo que transformar una cepa kiste5A MATa —obtenida de la construccién descrita
previamente— con cada uno de los plasmidos episomales YEpKD352, YEpKD352+Gpal* vy
YEpKD352+Gpal. Alternativamente se transformé una cepa K. lactis MATa silvestre con cada uno
de esos tres plasmidos por separado. Cabe mencionar que el plasmido YEpKD352 contiene el
marcador HIS3 y sirve para complementar la auxotrofia a histidina que contiene la cepa receptora.
Después de comprobar el fenotipo de auxotrofia de las cepas transformantes, se realizaron
ensayos de apareamiento cualitativo con los cuales se comprobd que la subunidad Ga activa no
promueve el apareamiento en una mutante kiste5A (Fig. 26A). En cambio, aquellas cepas en las
cuales el gen KISTES5 era silvestre, se observé que Ga activa si promueve el apareamiento (Fig. 26B).
Los resultados anteriores indican que la via que activa Ga requiere de KISte5p y sugiere que en ella
participa el mddulo completo de MAP cinasas. Alternativamente, se hicieron los mismos
experimentos pero con el sexo opuesto y se obtuvieron resultados similares.
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Fig. 26 Ensayos de epistasis. (A) Apareamiento de cepas kiste5A YEpKD352, kiste5A YEpKD352+Ga y kiste5A YEpKD352+Ga*.La caja de
la izquierda muestra el crecimiento de los haploides silvestre con capacidad de sintetizar histidina (W+) y mutantes, todos
correspondientes al sexo MATa. La caja de la derecha muestra los diploides obtenidos en medio selectivo al cruzar las cepas de la caja
de la izquierda con un césped de células del sexo opuesto (MATa). Se aprecia que las tres cepas mutantes han perdido su capacidad de
apareamiento. (B) Apareamiento de cepas K. lactis YEpKD352, YEpKD352 Ga y YEpKD352 Ga*. La caja de la izquierda muestra el
crecimiento de los haploides, todos correspondientes al sexo MATa. La caja de la derecha muestra los diploides obtenidos en medio
selectivo al cruzar las cepas de la caja de la izquierda con un césped de células del sexo opuesto (MATa). En todos los casos se ha
conservado la capacidad de apareamiento.
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DISCUSION

1 Proteinas de andamiaje

La mayoria de las ideas concernientes a las proteinas de andamiaje han sido influenciadas por los
trabajos sobre el andamio prototipo de proteina cinasa activada por mitégeno, Ste5p, una
proteina de levadura involucrada en la via de la MAPK Fus3. Ademas, los trabajos que tienen como
premisa que Ste5p une los tres componentes de cinasas de la cascada de MAPK, emplean métodos
modernos de interaccidon proteica que han identificado una lista creciente de moléculas que
pueden encajar operacionalmente con esta descripcién de un andamio parecido a Ste5p. Ninguno
de estos andamios para vias de MAPK muestran homologia significativa con Ste5p o entre ellos
mismos (con excepcién de los dominios de cinasa en Pbs2p y la MAPK cinasa cinasa MEKK1)
(Burack y Shaw, 2000).

Se ha dicho que los andamios mantienen la especificidad de la via de sefalizacion —una funcién
que varios han descrito como “aislante” o como “estabilizadora” de lo que serian, de otra manera,
débiles interacciones entre las cinasas de una cascada. También, se ha dicho que los andamios
catalizan la activaciéon de los componentes de la via. Los andamios de MAPK pueden situar las
cinasas de manera que se incrementen directamente sus interacciones mutuas, tedricamente
aumentando la tasa de transferencia de fosfato. Ejemplos de proteinas que pudieran ser
consideradas como “andamios cataliticos” incluyen Ste5p, compafiero 1 de MAPK cinasa (MP1),
proteina reactiva (JIP1) a cinasa c-jun N-terminal (JNK), proteina JNK/SAPK (proteina cinasa
activada por estrés) de activacion 1 (JSAP1) y el supresor de cinasa de Ras (KSR) (Breitkreutz y
Tyers, 2006).

Existe otra perspectiva sobre la funcidn del andamio en una transduccién de sefial no mediada por
MAPK. En este modelo, el andamio funciona para localizar conjuntamente un grupo de moléculas
gue participan en el mismo proceso de sefializacion, en un area especifica de la célula. En
contraste con las vias mediadas por MAPK, las proteinas localizadas conjuntamente no
necesariamente actian directamente unas con otras, mas bien estan involucradas en la misma via
de senalizacidn. Estudios recientes sugieren que los andamios incrementan la eficiencia de la
propagacion de la sefial (Breitkreutz y Tyers, 2006).

Ambas perspectivas del funcionamiento de los andamios no son mutuamente excluyentes: los
andamios cataliticos también pueden localizar conjuntamente los componentes y dicha
localizacién es una forma de aumentar las interacciones mutuas y por tanto la eficiencia de la
sefializacién.
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Se ha sugerido que la naturaleza de varios pasos por parte de las vias de MAPK permite respuestas
de tipo interruptor que eliminan eficientemente el “ruido”. El modelo que representa la
sefializaciéon de tipo interruptor (conocido como el modelo de “ultrasensibilidad”) originado en la
via de MAPK se basa en la naturaleza de multicomponente de la via y en el requerimiento de dos
eventos distintos de fosforilacién para activar ambas MAPKK y MAPK (Burack y Shaw, 2000). El
modelo requiere dos supuestos relacionados: primero, que todas las enzimas (MAPKKK, MAPKK, y
MAPK) se difunden libremente entre si mismas (i.e. no hay un complejo de sefializacion); segundo,
que las fosforilaciones dobles que activan la MAPKK y la MAPK ocurren de forma de proceso no
progresivo. (Proceso no progresivo describe un tipo de reaccidn en la cual la cinasa se disocia de su
proteina sustrato después de que el primer fosfato es transferido. El segundo evento de
fosforilacién requiere una segunda unién de la cinasa a su proteina sustrato.)

Sin embargo, los modelos actuales de la funcién de los andamios son incompatibles con el modelo
cuantitativo de sefializaciéon de “tipo interruptor” porque las funciones del andamio violan los
supuestos criticos necesarios del modelo. Primero, los andamios limitaran la difusion mutua de los
componentes de la via. Segundo, al mantener cercanas las cinasas y sus sustratos, el andamio
convierte un proceso de reaccién no progresivo en uno progresivo. Por tanto, ademas de limitar la
amplificacidn, la funcién del andamio también descarta el modelo recientemente propuesto en el
cual las vias de MAPK generan respuestas “tipo interruptor”.

Ste5p fue el primer andamio reconocido para una via de MAPK y une tres proteinas cinasas
activadas en secuencia en una via de MAPK de levadura. En respuesta a feromona sexual, GB
recluta Ste5p en la membrana plasmatica. La molécula forma oligdmeros, en los que
aparentemente quedan unidos varios componentes de la via independientemente de la presencia
de feromona. Empleando una combinacidon de mutantes de importacién nuclear, y de moléculas
sintéticas de Ste5p que tienen varios grados de eficiencia de importacion nuclear, se ha
identificado una funcién inesperada de Ste5p; en especifico, el traslado del complejo Ste5p a
través del nucleo es requerido para mantener los constituyentes de la via en un estado
competente para participar en la transduccién de sefales. Esto sugiere que los andamios tienen
distintas funciones aparte de ser un sitio de unién para tres distintas cinasas.

Debido a que la funcién de un andamio es juntar una serie de proteinas distintas, la concentracién
de un andamio necesita estar titulada cercanamente a la concentracion de los componentes que
une (Burack y Shaw, 2000). Mucha proteina de andamiaje diluird los componentes de la via, al
secuestrar una cinasa de activacién de su sustrato.

Si un “andamio” desempeia estrictamente una funcién catalitica y estd presente en la célula en
cantidades casi estequiométricas, entonces, la sobreexpresion tendra poco efecto en la
transduccion. Esto nos sugiere que la “prueba” estandar de un andamio, de que la sobreexpresion
aumenta la seializacion, es dificil de lograr y quiza sélo sea posible cuando los ligandos del
andamio también estan sobreexpresados (Burack y Shaw, 2000). Por tanto, la inhibicién de la
sefializacién asociada con la sobreexpresion de un candidato a andamio ha de ser un criterio para
definir una proteina de andamiaje (Fig. 29).
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Fig. 29 La sobreexpresién de un andamio simple pasivo puede generar varios resultados distintos dependiendo de la concentracién
nativa del andamio y las concentraciones relativas de los ligandos. Cuando los andamios y los ligandos estan inicialmente presentes en
niveles casi estequiométricos (linea punteada), la sobreexpresion del andamio puede resultar en un cambio pequefio o incluso en un
decremento del nivel de sefializacidn. La sefializacion incrementada se predice sélo cuando las moléculas del ligando también se
sobreexpresan (linea sélida). (Tomado de Burack y Shaw, 2000)

También se ha supuesto que los andamios sujetan los distintos componentes cercanos a si mismos,
por lo que simplifican la transduccién de la sefial. Pero si la funcion de los andamios es la de
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reducir la complejidad, épor qué es que la evolucién ha conservado este complejo sistema de
interaccion de cinasas? ¢Por qué no sélo usar una cinasa?

Otra posible ventaja de las multiples etapas es la de permitir varias oportunidades para una
regulacién fina. Pero no existe informaciéon que muestre que una regulacion fina ocurre en los
pasos distales y mediados por andamio (i.e. la activacion de las MAPKKs y las MAPKs), de la
cascada.

Como su nombre lo indica, originalmente se pensd que los andamios actuaban como sitios de
anclaje pasivos, funcionando para localizar y concentrar los componentes apropiados para la
transmision de la sefial. Sin embargo, al menos dos lineas de evidencia insindan que Ste5p quiza
desempene una funcion mas activa en la transmisién de la sefial. Primero, estudios in vitro en
donde se reconstituyd la cascada de MAPK de respuesta a feromona de levadura sugieren que
Fus3p es activada de manera escalonada distinta, con la mayor actividad lograda en presencia de
Ste5p. Segundo, la sujecidn sintética de las cinasas a Ste5p por medio de dominios de interaccién
de proteinas ectdpicas rescata sélo parcialmente el defecto de apareamiento de las mutantes ste5
(Burack y Shaw, 2000).

Se ha cristalizado un polipéptido de Ste5p en complejo con Fus3p (Fig. 30). El péptido de Ste5p se
extiende sobre la parte posterior de Fus3p y ocupa un sitio del I6bulo N-terminal de la cinasa (sitio
A) y otro en el I6bulo C-terminal (sitio B). Una region intermedia desordenada de ocho residuos
enlaza las dos regiones de unién de MAPK del péptido Ste5p. En el sitio A, Ste5p se entrelaza en la
estructura normal B-laminar de cinco hebras del I6bulo N-terminal para crear una arquitectura de
B-sandwich de siete hebras (Breitkreutz y Tyers, 2006). El sitio B se encima precisamente con un
surco en la superficie de la MAPK previamente descrito que se une a péptidos de atraque
presentes en una variedad de sustratos, asi como en la MAPK rio arriba.
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Fig. 30 Estructura del complejo Fus3p-Ste5p y comparacion con complejos candnicos de anclaje. (A) Estructura cristalizada del
complejo Fus3p/Ste5p_pep [Ste5p_pep: polipéptido de ~30 residuos (288 a 316) de Ste5p]. Ste5p (rojo) se une a Fus3p de forma
bipartita. A la derecha se muestran acercamientos del sitio A y sitio B. (B) Estructura de Fus3p en complejo con un motivo candnico de
anclaje de Ste7p (Ste7p_pep1l). (C) Interacciones proteina-proteina en el sitio A. La mitad N-terminal de Ste5p_pep adopta una
conformacion B-laminar e inicia la formacién de una nueva B-lamina en la porcién N-terminal de Fus3p. Esta hebra forma puentes H
eje-eje con la region N-terminal de Fus3p (los puentes H estdn indicados con lineas rojas punteadas). A la derecha se muestra una
ilustracién esquemadtica en estructura secundaria de los elementos del I6bulo N-terminal del complejo con Ste5p desenlazado y
enlazado. (D) Comparacion de las interacciones proteina-proteina en el surco candnico de anclaje de MAPK (sitio B) entre los complejos
Fus3p/Ste5p_pep y Fus3p/Farlp_pep. (Tomado de Bhattacharyya et al., 2006)

Inesperadamente, el péptido Ste5p induce alostéricamente la autofosforilacién de la tirosina en el
aro de activacidon T-X-Y de Fus3p, lo que conlleva a la activacion de la cinasa en grado sustancial
(Fig. 31). Este evento de autoactivacién es de naturaleza intramolecular y requiere un conector de
longitud éptima entre las dos regiones de union de MAPK en el péptido Ste5p. Ste5p también es
fosforilado en un residuo de treonina por Fus3p autoactivada. La mutacién de este sitio de
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modificacién de Ste5p incrementa la expresién de un gen que responde a feromona, lo que
implica que el médulo Ste5p-MAPK atenua su propia actividad (Breitkreutz y Tyers, 2006).

@NZTEM - Yeast mating response

Fig. 31 Via de apareamiento de levadura. El circulo indica el motivo peptidico de Ste5p que atraca especificamente en el sitio A de
Fus3p. Los cuadros indican los motivos peptidicos de Ste5p, de la MAPK cinasa Ste7p, y de varios sustratos que atracan en los sitios B
tanto de Fus3p como de Kss1p; la estrella en Farlp indica que es un sustrato especifico de Fus3p. No se han representado todos los
componentes de sefializacidn o sustratos. (Tomado de Breitkreutz y Tyers, 2006)

No esta claro como es que la supuesta tension ejercida por el conector de Ste5p en los I6bulos de
Fus3p facilita la autofosforilacion. Sin embargo, este tipo de mecanismo no estd totalmente sin
precedente. Por ejemplo, la modulacién del |6bulo N-terminal por medio de interacciones
peptidicas se emplea para activar otras cinasas, tales como la proteina cinasa A o la proteina/Akt
cinasa B (Breitkreutz y Tyers, 2006). En otro sentido, Ste5p es vagamente analoga a la proteina
ciclina, que une y activa las cinasas dependientes de ciclina que controlan el ciclo de divisién
celular. Finalmente, la fosforilacion intramolecular también se ha documentado como una etapa
de maduracién intrinseca de las proteinas cinasas reguladas por una fosforilacién de tirosina
doble-especifica las cuales estan distantemente emparentadas con las MAPKs. El hecho de que
Fus3 se fosforile a si misma contradice su clasificacidn como una cinasa serina-treonina, y abre la
pregunta de si Fus3 sera capaz de fosforilar otros sustratos sobre residuos de tirosina.

64



Por otro lado, se sabe que Ksslp también se activa en la respuesta a feromona. Sin embargo,
Ksslp no interactlda con el fragmento de Ste5p que une a Fus3p, y en cambio requiere de Ste7p
para el reclutamiento a Ste5p. Debido a que Ksslp aun es activada por feromona en presencia de
una forma cataliticamente inactiva de Fus3p, parece posible que tanto Fus3p como Ksslp se
encuentren juntas en complejos de Ste5p oligomerizado, que son necesarios para la sefalizacion
(Burack y Shaw, 2000).

Si Ste5p desencadena la activacion parcial de Fus3p por medio de la fosforilacion autocatalitica de
tirosina, entonces écual es la funcién de Ste7p? Se ha demostrado que la respuesta a feromona
requiere de la doble fosforilacién mediada por Ste7p de Fus3p y no de la monofosforilacidon
mediada por Ste5p (Burack y Shaw, 2000).

A diferencia de los componentes enzimaticos conservados de las redes de sefalizacion, los
andamios no son facilmente reconocidos sdélo por similitud de secuencias y por eso han sido poco
estudiados a la fecha. Ademds el vago nombre de “andamio” quizd no ha ayudado al perfil de
estas interesantes proteinas.

Las siguientes son una serie de interrogantes que no se han aclarado y que plantean el rumbo por
el cual se podria dirigir la investigacion sobre las proteinas de andamiaje:

e (De qué manera los andamios de MAPK afectan la cinética de las cascadas de cinasas in
vitro?

e (Existe amplificacion en la via de MAPK?

e (la sefializacién de la via de MAPK en general presenta un comportamiento “tipo
interruptor” y cdmo es que los andamios afectan este proceso?

e ¢Los andamios para la via de MAPK realmente funcionan para mantener la fidelidad de la
via (i.e. previenen la intercomunicacién)?
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2 Kluyveromyces lactis

Las cascadas de transduccion de sefales en K. lactis comparten elementos conservados
encontrados en las vias de sefializaciéon de otras especies de hongos, especialmente en S.
cerevisiae. Sin embargo, K. lactis ha mostrado caracteristicas especiales y Unicas en comparacion
con otras especies de hongos. Una de las caracteristicas mas sorprendentes es la funcién de la
subunidad KIGpal en la via de apareamiento. Dicha funcion fue inferida por estudios genéticos de
una cepa con el gen Klgpal cancelado, en donde la disrupcién del alelo KIGpal resultd en células
haploides viables con una deficiencia de apareamiento (Coria et al., 2005). En contraste, Gpalp de
S. cerevisiae tiene una funcidn negativa en la via de respuesta a feromona; lo que significa que la
disrupcién del gen causa el arresto en la fase G1, con una capacidad temporal de apareamiento,
mientras que la sobreexpresién reduce la respuesta a la feromona y el apareamiento.

La via de respuesta a feromona involucra distintos tipos de sefializacién por proteinas G. En S.
cerevisiae la sefial de feromona durante el apareamiento es transducida por un dimero By libre, en
Schizosaccharomyces pombe por una subunidad Ga que activa la produccién de cAMP, y en K.
lactis por las subunidades Ga y GB, muy probablemente actuando en paralelo.

En S. cerevisiae se ha demostrado que la cinasa Ste7p no sélo participa en el apareamiento sino
también en el crecimiento filamentoso y en el crecimiento invasivo; sin embargo, una cepa
mutante que carezca de Ste7p muestra una osmotolerancia normal, lo que indica que esta cinasa
no participa en la respuesta HOG en esta especie de levadura (O’Rourke y Herskowitz, 1998;
Kawasaki et al., 2008). Por otra parte, en K. lactis se ha aportado evidencia de que KlISte7p,
ademas de KISte50p, KISte20p y KIStellp, también participa en la via de respuesta a feromona y
en la via de respuesta a alta osmolaridad. A pesar del uso comun de las proteinas cinasas en
ambas vias, las observaciones también indican que no existe intercomunicacién entre estos dos
sistemas de sefializacién; i.e., la feromona sexual no induce la respuesta de alta osmolaridad y las
condiciones de alto estrés osmético no inducen el apareamiento.

En K. lactis se ha encontrado que la MAPKKK Stellp (KIStellp) actua tanto en la via de
apareamiento como en la de respuesta osmdtica mientras que el andamio KISte5p y la MAPK
KIFus3p son especificos del apareamiento. La cinasa activada p21 KISte20p y la cinasa KISte50p
participan en ambas vias. Algunos experimentos de asociacion proteica muestran interaccién de
KISte50p y KISte20p con Ga y G, respectivamente, las subunidades de proteina G involucradas en
la via de apareamiento. Tanto KISte50p como KISte20p también interactian con KlIStellp.
Mutantes de K. lactis con disrupcion de los genes PBS2 (KIPBS2) y KIHOG1 de la via candnica de
respuesta a estrés osmoético resultan en mutaciones sensibles a alta salinidad y sorbitol
concentrado, pero prescindibles para el apareamiento (Kawasaki et al., 2008). Las mutaciones que
eliminan la actividad de la MAPKK KISte7p tienen un fuerte efecto en el apareamiento y también
muestran sensibilidad al estrés osmdtico.
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Los resultados experimentales aqui mostrados indican que KISte5p es similar a Ste5p de S.
cerevisiae tanto en secuencia como en funcién. El valor de 60.8% de similitud entre estas dos
proteinas no es muy alto pero si es significativo, ya que el alineamiento se realizd contra las
secuencias de la base de datos UniProt Knowledgebase, y no hubo otras proteinas que fueran mas
similares. Sin embargo, el hecho de conocer la secuencia de KISte5p no basta para inferir si posee
los mismos dominios que Ste5p de S. cerevisiae. Es por esto que seria interesante modelar la
estructura terciaria de KISte5p para poder elucidar la presencia de dominios en comun con S.
cerevisiae. También son necesarios los estudios bioquimicos y moleculares para caracterizar
correctamente la proteina. Cabe sefalar, que a la fecha tampoco se conocen con exactitud todas
las proteinas con las cuales interactua KISte5p. Asi, es necesario realizar ensayos de doble hibrido
para ubicar la proteina correctamente en la cascada de seializacion y para conocer sus
interacciones con otros componentes de la via de MAPK de K. lactis.

A pesar de que se desconocen muchos de los aspectos relacionados con KISte5p, nuestros ensayos
de epistasis sugieren que KISte5p es indispensable para que se transmita la sefial de apareamiento
y gue su ubicacidn en la cascada de senalizacion es posterior a la activacidon de la proteina G.
Debemos recordar que las mutaciones que causan la activacion constitutiva de la via de respuesta
a feromona han sido invaluables para determinar por ensayos de epistasis el orden temporal en el
gue funcionan varios productos génicos. El orden en el que varios productos génicos acttan en la
via de respuesta a feromona se ha inferido por la capacidad de las mutantes insensibles a
feromona de bloquear estas sefiales constitutivas post receptor. Si la mutante insensible falla en
bloquear la sefial, entonces se piensa que el producto génico correspondiente ejecuta su funcién
antes de la etapa constitutivamente activa, mientras que si la mutante insensible bloquea la sefial,
entonces no es posible distinguir si afecta la misma etapa o una etapa siguiente de la via (Hasson
et al., 1994).

Finalmente, queda decir que KISte5p es un componente indispensable en la via de apareamiento
de K. lactis y que su estudio es fundamental para comprender con mayor profundidad las cascadas
de sefializacion de este organismo. La investigacion sobre esta proteina también nos ofrecera un
panorama mas claro de las similitudes y diferencias de los sistemas de transduccién de sefales en
los distintos organismos, y en la forma que han evolucionado para adaptarse a diversos medios
para su subsistencia. A pesar de que hasta hace poco comenzé a entenderse la relevancia de las
proteinas de andamiaje, queda claro que son componentes esenciales para las vias de
transducciéon de seiales y que su estudio representa nuevas perspectivas de entendimiento en la
biologia de los organismos.
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3 Palabras finales

Una tendencia comun en el trabajo de sistemas modelo es la de extrapolar observaciones
especificas para proponer reglas generales que se apliquen a todos los organismos. Tal como se
reporta que Jacques Monod dijo, “Lo que es cierto para E. coli también es cierto para elefantes,
sélo que en mayor cantidad” (Hoffman, 2005). Sin embargo, en lo que hemos visto aqui,
dependiendo del nivel de especificidad, lo que es cierto para S. cerevisiae no es necesariamente
cierto para K. lactis, y viceversa, o incluso para otros organismos cercanamente emparentados o
distantes. Sin embargo, ambos organismos proveen ejemplos valiosos de estrategias alternativas
para la forma en que un eucarionte pueda utilizar un conjunto similar de herramientas
relacionadas con proteina G para lograr metas especificas. Para nosotros es tan importante
apreciar tal diversidad de mecanismos como comprender cualquier interaccién especifica que
ocurra en las vias de sefializacién mediadas por proteinas G.
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