UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas

Efecto de los factores de transcripcién Skn7 y Crz1 en genes de respuesta a
calcio durante estrés de reticulo endoplasmico en levadura

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
Maestra en Ciencias

PRESENTA:
Diana Iris Hernandez Rojas

TUTOR PRINCIPAL
Dr. Roberto Coria Ortega
Instituto de Fisiologia Celular

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR
Dr. Francisco Torres Quiroz
Instituto de Fisiologia Celular
Dra. Imelda Lopez Villasefior
Instituto de Investigaciones Biomédicas

Ciudad de México, Agosto 2020



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio 124N del Instituto de Fisiologia
Celular (UNAM), bajo la direccion del Dr. Roberto Coria Ortega.

Agradezco a los miembros del comité tutor por las sugerencias y comentarios.
Dr. Francisco Torres Quiroz Instituto de Fisiologia Celular

Dra. Imelda L6pez Villasefior Instituto de Investigaciones Biomédicas

A la Dra. Laura Kawasaki Watanabe por la asesoria técnica.

A la Dra. Laura Ongay Larios, a la Lic. Guadalupe Codiz Huerta y a la M. en C.
Minerva Mora Cabrera de la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia
Celular de la UNAM por la sintesis de desoxioligonucleétidos y préstamo de
equipos.

Al Dr. Francisco Torres Quiroz, al Dr. Antonio Pefa, a la Dra. Martha Calahorray a
la M. en C. Norma Sanchez por la facilitacion de reactivos y préstamo de equipo.

Al personal de la Unidad de Computo del Instituto de Fisiologia Celular, a Gerardo
Coello Coutifio, Ana Maria Escalante Monsalvo, Juan Manuel Barbosa e lvette
Rosas Arciniega.

Al personal del taller del mantenimiento, al Ing. Manuel Ortinez Benavides e Ing.
Audrey Galvan Lovato.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyYT) por la beca otorgada.
Becario No. 895398

Al programa de Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas y al Programa de
Apoyo a Estudios de Posgrado (PAEP-UNAM) por el apoyo econdémico para la
asistencia al Xlll Congreso Nacional de Biologia Molecular y Celular de Hongos.

Al Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e Innovacién Tecnoldgica de la
Direccion General de Asuntos del Personal Académico (PAPIIT, DGAPA,UNAM)
por el donativo IN210519.



AGRADECIMIENTOS PERSONALES

Al Dr. Roberto Coria por la oportunidad al recibirme en el laboratorio y por toda la
ayuda que me brind6 durante este tiempo.

Agradezco a mi familia por todo el apoyo que me brindaron, a mi madre y en especial
a mi hermana Rubi. A Aleck y Lia por ser tan comprensivos.

A mis compafieros de laboratorio Juliana, Diana, Kevin del Carpio, Kevin Antonio,
Yaisa y Mariana por su ayuda y en especial a Abiram por dedicar parte de su tiempo
a ensefiarme.



INDICE

ABREVIATUR S . .. e 1
L RESUMEN. L et 3
2. INTRODUCCION. ... .ottt 4
2.1 Reticulo eNdOPIASIMICO. ... .. 4
2.1.1 N-gliCOSIHACION. . ... e e 4
2.2 Inductores de estrés de reticulo endoplasmiCo. ...........oeiiiiiiiiiii 6
A N I T o= T o 1T - T 6
2.2.2 2-deSOXIGIUCOSA. ... ot 6
2.2.3 Ditiotreitol y B-mercaptoetanol.............oveiiiiiiiii 6
2.3 Via UPR en SaccharomyCes CEreVISIAE. ... ..oiiuiii i 7
2.4 Via de sefializacion dependiente de CalCio..........cooiiiiiiiiiiiii e, 9

2.4.1 Bombas, canales y transportadores involucrados en la homeostasis de Ca2..10

2411 VaACUONA. ... e 10

2.4.1.2 Reticulo endoplasmico y aparato de Golgi.............coceeeiiinnan... 11

2.4.2 Via de sefializacion Ca2*/calCineuring..............ccoeeaiiiieenieieeneeeee e 12

2. D Gz e s 15
2.8 SN .. e 17
3. ANTECEDENTES. ...t e et eeae e e 20
A HIPOTESIS .o 22
5. OBUETIVOS. ..o 22
5.1 ObJetiVO GENETAL. .. .o 22

5.2 Objetivos PartiCUIares. .........uue e 22
6.MATERIALES Y METODOS. ... ittt e, 23
L0t O o - P 23

8.2 MEAIOS. ...t 23

6.3 PlASMIOS. ... e 24

6.3.1 Clonacion de lacZ en el plasmido pGEM-T Easy Vector............cc........ 24

6.3.2 Subclonacion de lacZ en el plasmido YEp352............ccccccvvvveeennnnn .24



6.3.3 Subclonacion de los promotores de FKS2, PMC1 y GDT1 en el

PIASMIdO YEP352-1aCZ. ... 24

6.4 Amplificacion de productos por PCR.........cooiii i 25
6.5 Ensayos de sensibilidad por goteo. ..........covviiiiiiiii e 26
6.6 CUIVas de CreCIMIENTO. ... .. ettt et eaaeaes 26
6.7 Extraccion de DNA geNOMICO. ... ....coviriiiiiii e e, 27
6.8 Extraccion de plasmidos de E. COli.......oooiiiiiii 27
6.9 Purificacion de DNA en geles de agarosa y DNA en solucion....................... 27
610 Transformacion de bacterias. ...........c..oviiiiiiii e 27
6.11 Transformacion de [evaduras. ............cc.ouiuiiiiiiii e 28
6.12 Ensayo cualitativo de la actividad de f—galactosidasa.....................ccce.oel. 28
6.13 Ensayo cuantitativo de la actividad de f—galactosidasa.............................. 28
6.13.1 Tratamiento de MUESTIAS. ........ouiuieiiiiii e 28

6.13.2 Extraccion de proteinas...........coeveiiiiiiiiiiiie e 28

6.13.3 Ensayo de actividad de B-galactosidasa..................ccooiiiininn.. 29

6.14 AnAliSis de datos. ........o.iiii i 29
7. RESULTADOS . ...ttt e ettt aa e 30

7.1 El factor de transcripcién Skn7 participa en una via paralela a la de Crz1 durante
(=124 =S o {8 ed T [o I oo | o I I o PSPPI 30

7.2 FKS2 y PMC1 presentan sitios de union para el factor de transcripcion Crz1l,
mientras que FKS2 y GDT1 tienen sitios de unidn a SKn7..............cocovvieeiiinnnn. 31

7.3 Los genes FKS2 y PMC1 se sobreexpresan en respuesta a estrés inducido con

7.4 La expresion de FKS2 es dependiente de Crzl tanto en condiciones Optimas
como de estrés inducido con Tmy Ca?"y Skn7 se comporta como represor.......... 34

7.5 La expresion de PMCL1 es dependiente de Crzl e independiente de Skn7 en
condiciones de estrés Por TM Y Ca®" .......ouiiiiiiei e 36

7.6 La expresion de GDT1 en condiciones de estrés por Tm y Ca?* no depende de
[0S fACtOreS Crzl Yy SKNT ... e 38

7.7 La inactivacion de la subunidad regulatoria de la calcineurina abate la induccion
de la transcripcion de los genes FKS2 y PMCL1 en condiciones de estrés por Tmy

7.8 La via Ca?'/calcineurina es independiente de la via UPR en condiciones de
eStrés iNAdUCIAO CON TM ... e 42



8. DISCUSION. ...ttt ettt e e et e e e e e e e e e e e 45

9. CONCLUSIONES. . ... e 49
10. PERSPECTIVAS . e 49
11 REFERENCIAS . .. e 50
12, ANEXO . e 59

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Proceso de N-gliCOSIacCioN. ... ..o e 5
Figura 2. Via UPR dependiente de Irel en S. Cerevisia..........c.coveiiiniiiiiiianenenennn, 8
Figura 3. Bombas, canales e intercambiadores que participan en la homeostasis del Ca?*
N A 1EVAAUIA. ... 10
Figura 4. Via de sefializacion CaZ*calCineuring. ..............ccueueiuieiieiee e 14

Figura 5. Dominios estructurales de la subunidad catalitica Cnal y la subunidad reguladora

CNDL de CalCiNBUIING. ...c. e e e 15
Figura 6. Dominios estructurales de Crzl...........cooiiiiiiiiiiii e, 16
Figura 7. Dominios estructurales del factor de transcripcion Skn7 de S. cerevisiae......... 18

Figura 8. El factor Skn7 participa en la via de fosforrelevo y en estrés oxidante en S.
(02T Y] T 19

Figura 9. Sensibilidad a Tm en mutantes del factor de transcripcién Skn7 y los componentes
de la via de sefializacion Ca?*/calCinEUIiNg. ..........ccueviiieii e 21

Figura 10. Sensibilidad de la cepa crz1Askn7A al ERE inducidocon Tm..................... 30

Figura 11. Los genes FKS2 y PMCL1 se sobreexpresan en respuesta a estrés inducido con
TN Y €A% ittt 33

Figura 12. El gen FKS2 es regulado por Crz1y Skn7 en estrés inducido con Tmy Ca?*...33

Figura 13. El factor Crz1 regula la actividad promotora del gen PMCL1 en estrés inducido
(o7 0 I I 1V X PP 37

Figura 14. Los factores Crz1 y Skn7 no regulan la actividad promotora del gen GDT1 en
estrés inducido CON TM Y CaZ ... ..o 39

Figura 15. La subunidad Cnb1l se requiere para la induccién de FKS2 y PMCL1 en estrés
TaTe [UToiTe loXreTo] o T 12 115 VA ©F- 41

Figura 16. Las mutantes ire1A e ire1Acnb1A son muy sensibles al estrés inducido con



Figura 17. Tasas de crecimiento de la cepa silvestre wt y las mutantes ire1A, cnb1A e
ire1Acnb1A en estrés inducido con Tm a diferentes concentraciones...........c.coovvveeeen... 43

INDICE DE TABLAS
Tabla 1. Cepas de S. cerevisiae Yy SUS MarCadOoreS. .......eueueieiriieiriie it eieie e eeieaaann 23

Tabla 2. Inductores de estrés utilizados para la evaluacion de fenotipos de sensibilidad en
distintas MUEANTES. ... e 26

Tabla 3. Sitios y secuencias de union de los factores de transcripcion Crz1 y Skn7 en los

promotores de los genes FKS2, PMCLY GDT ..o 32
Tabla 4. Desoxioligonucleodtidos utilizados en la amplificacion de productos por
P O R e 59
Tabla 5. PIASMIdOS empleados. .........ouiuiniii e 59

W



ABREVIATURAS

AID
AlS
NLS
ALG7
ATF6
BBH
CaM
CAX
CBD
CcC
CDRE

CSSR
DTT
ERAD

ERE
GIcNAc-1-P
HOG

HSE2

HSF

IRE 1
MAPK

NES

NLS

OSRE

OST
PCR
PDI
PEG
PERK

PMCA
PP2B
RE
SRE
SRR
t-BOOH
Tm
UPR
UPRE

UTR

Dominio autoinhibitorio (Autoinhibitory Domain)

Sefial de autoinhibicién (Autoinhibitory Signal)

Sefial de localizacién nuclear (Nuclear Localization Signal)

N-acetil glucosamina fosfotransferasa

Factor de transcripcion activador 6 (Activating Transcription Factor 6)

Dominio de unioén a calcineurina B (Calcineurin B Binding Helix)

Calmodulina

Intercambiador de calcio/protones (Calcium/Proton Exchanger)

Dominio de unién a calmodulina (Calmodulin Binding Domain)

Estructura supersecundaria de cuerda enrollada (Coiled Coil)

Elementos de respuesta dependientes de calcineurina (Calcineurin Dependent
Response Elements)

Region sensora de estrés (Core Stress-Sensing Regién)

Ditiotreitol

Degradacion de proteinas asociada a reticulo endoplasmico (Endoplasmic
Reticulum Associated Protein Degradation)

Estrés de reticulo endoplasmico

N-acetil glucosamina 1-fosfato

Via de alta osmolaridad-glicerol (High Osmolarity Glycerol)

Elementos de choque de calor 2 (Heat Shock Elements 2)

Factor de transcripcion de choque de calor (Heat Shock Factor)

Proteina 1 requeridora de inositol (Inositol-requering protein 1)

Proteina cinasa activada por mitdgenos (Mitogen-Activated Protein Kinases)
Secuencia de exportacion (Nuclear Export Signal)

Secuencia de sefializacion nuclear (Nuclear Localization Signal)

Elementos de respuesta a estrés oxidante (Oxidative Stress Response
Elements)

Oligosacariltransferasa (Oligosaccharyltransferase)

Reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)

Enzimas disulfuro isomerasa (Protein Disulfide Isomerase)

Polietilenglicol

Proteina cinasa de reticulo endoplasmico similar a PKR (Protein kinase RNA
(PKR)-like ER Kinase)

ATPasa de calcio de membrana plasmatica (Plasma Membrane Ca%* ATPase)
Fosfatasa de proteinas 2B (Protein Phosphatase 2B)

Reticulo endoplasmico

Elementos de respuesta a SLN1 (SLN1 Response Elements)

Region rica en serina (Serine Rich Region)

Ter-butil hidroperdxido

Tunicamicina

Respuesta a proteinas mal plegadas (Unfolded Protein Response)

Elementos de respuesta a proteinas mal plegadas (Unfolded Protein Response
Elements)

Region no traducida (Untranslated Region)






1. RESUMEN

El estrés de reticulo endopldsmico (ERE) es una condicion producida por la acumulacién de proteinas
mal plegadas en el lumen de este organelo, ante este evento, se activa la via de sefializacion de
respuesta a proteinas mal plegadas o UPR y también algunas vias paralelas. Para estudiar el ERE
experimentalmente se utilizan inductores de diversas naturalezas, uno de ellos es la tunicamicina (Tm)
que es un antibidtico capaz de inhibir de forma especifica la N-glicosilacion, un proceso de
maodificacion que sufre gran parte de las proteinas que transitan por la via secretora. La inhibicién de
la N-glicosilacion produce la acumulacion de proteinas mal plegadas en el lumen del RE y por
consiguiente ERE. La via Ca?"/calcineurina es una de las vias de deteccion de la acumulacion de
proteinas mal plegadas en el lumen del RE. Para esto, el factor de transcripcion Crzl es el encargado
de modular la respuesta transcripcional de la via y mutantes crz14 muestran sensibilidad al ERE
inducido con Tm. Se ha reportado que la proteina Skn7 estabiliza a Crz1 y se requiere para la
expresion de genes de respuesta a estrés por CaCl,. Las mutantes skn7A también son sensibles al
estrés de reticulo endoplasmico inducido con Tm. Con el objetivo de esclarecer la participacion del
factor de transcripcion Skn7 en la via de sefializacion Ca?'/calcineurina activada por ERE se
construyeron reporteros transcripcionales con promotores de los genes PMC1 y GDT1 involucrados
en lahomeostasis de calcio y del gen FKS2 un blanco de Crz1 y se realizaron ensayos de sensibilidad
a Tm en mutantes carentes de los factores de transcripcion Crz1 y Skn7, asi como en mutantes de la
via Ca?*/calcineurina y de la via UPR. Los resultados obtenidos mostraron que: 1) los factores de
transcripcion Crz1 y Skn7 acttian en vias independientes en condiciones de ERE inducido con Tm,
2) los genes FKS2 y PMC1 son regulados positivamente por Crz1, 3) Skn7 actGa negativamente en
el promotor de FKS2, 4) el gen GDT1 que codifica para el intercambiador H*/Ca? localizado en el
aparato de Golgi no es regulado por Crz1 ni por Skn7 en condiciones de ERE y 5) la inactivaciéon de

la via UPR no afecta la activacion de la via Ca2*/Calcineurina por la Tm.



2. INTRODUCCION

2.1 Reticulo endoplasmico

El reticulo endoplasmico (RE) es un organelo multifuncional compuesto por una membrana
continua que se extiende a través de la célula, se encuentra organizado en tubulos y
cisternas interconectadas en un solo lumen (West et al., 2011). En el RE ocurren procesos
celulares esenciales entre los que se encuentran: sintesis de lipidos y esteroles,
metabolismo de carbohidratos, almacenamiento de calcio, asi como la modificacion y

plegamiento de proteinas (Braakman & Hebert, 2013; English & Voeltz, 2013).

En las células eucaridticas, las proteinas secretadas hacia el aparato de Golgi, lisosoma
(vacuola en levaduras), membrana plasmatica o al exterior, son sintetizadas por ribosomas
adheridos a la membrana del RE y dado que tienen requerimientos especiales de
plegamiento y modificacion, son cotraduccionalmente translocadas al lumen del RE en
donde son procesadas por proteinas especializadas en el plegamiento y modificacion
(Berner et al., 2018). En el lumen del RE, los sistemas de chaperonas, la familia de enzimas
disulfuro isomerasas (PDI por sus siglas en inglés Protein Disulfide Isomerase), asi como
enzimas involucradas en procesos de glicosilacion, hidroxilacién y lipidacién actuan sobre
las cadenas polipeptidicas para minimizar la agregacion, catalizan la formacion de puentes
disulfuro y facilitan la formacién de la estructura nativa y el ensamblaje oligémerico (Aebi,
2010). Una vez que las proteinas se encuentran en un estado funcional, se transportan en

vesiculas a través de la via de transporte vesicular hacia su destino final (Viotti, 2016).
2.1.1 N-glicosilacion

Las proteinas que forman parte de la via secretora sufren de un primer proceso de
modificacion covalente conocido como N-glicosilacion, que consiste en la adicién de un
oligosacérido en el residuo de asparagina que se encuentra en la secuencia Asn-X-Ser/Thr
(en donde X puede ser cualquier aminoacido excepto prolina, acido aspartico y acido
glutamico) (Aebi et al., 2010). Este proceso ocurre de forma cotraduccional, una vez que
los primeros 13 amino&cidos del péptido ingresan al lumen del RE se alinea el residuo Asn
con el sitio activo de la subunidad SST3 de la enzima oligosacariltransferasa (OST por sus
siglas en inglés Oligosaccharyltransferase). La enzima OST forma un complejo transferasa
hetero-oligbmerico asociado al complejo Sec61 (Shibatani et al., 2005) y transfiere un

blogue preensamblado de carbohidratos que consisten de tres glucosas, hueve manosas y



dos N-acetil glucosamina (Glc3 Man9-GIcNAc2) desde el dolicol pirofosfato al residuo de
Asn de la proteina a ser modificada (Figura 1). Una segunda isoforma de la subunidad
catalitica de OST (STT3B) es capaz de modificar al péptido en secuencias que
frecuentemente se encuentran cerca del carboxilo terminal de la proteina (Ruiz-Canada et
al., 2009).

citoplasma

‘‘‘‘‘‘
|

Lumen de reticulo
endoplasmico

# fosfato

B N-acetil glucosamina
@ manosa
® glucosa

Figura 1: Proceso de N-glicosilacion. Un oligosacarido previamente ensamblado es
transferido desde el dolicol pirofosfato al residuo de asparagina localizado en la secuencia
Asp-X-Ser/Thr, la transferencia es catalizada por la enzima Oligosacariltransferasa (OST)
que se encuentra asociada al complejo Sec6l responsable de la translocacion
cotraduccional de los polipéptidos.

Las proteinas que no completan adecuadamente los procesos de modificacion y
plegamiento son retrotranslocadas del RE al citosol, ubiquitinadas y posteriormente
degradadas por el proteosoma en un proceso conocido como degradacion asociada a
reticulo endoplasmico (ERAD por sus siglas en inglés Endoplasmic Reticulum Associated
Protein Degradation); sin embargo, cuando la acumulacién de proteinas mal plegadas
incrementa y sobrepasa la capacidad del RE de removerlas, la célula entra a un estado
conocido como estrés de reticulo endoplasmico (ERE). La célula responde a este estrés

activando la via de respuesta a proteinas mal plegadas (UPR por sus siglas en inglés
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Unfolding Protein Response). Hay muchos factores que alteran el balance entre la sintesis
y remocion de proteinas del RE, por ejemplo, errores en el plegamiento por mutaciones,
oxidacion de residuos, estrés por calor, estrés por metales pesados, perturbaciones en la

homeostasis idnica y en la concentracién de lipidos y glicolipidos (Ron & Walter, 2007).
2.2 Inductores de estrés de reticulo endoplasmico

Experimentalmente el estrés de reticulo es inducido por tratamientos con agentes que
inhiben la N-glicosilacion como la tunicamicina y la 2-desoxiglucosa o agentes que impiden

la formacién de puentes disulfuro como el ditiotreitol y el f-mercaptoetanol.
2.2.1 Tunicamicina

La tunicamicina (Tm) es un antibidtico nucleosidico producido por Streptomyces
lysosuperificus. En su estructura se encuentra una uridina conjugada a una
aminodeoxialdosa y una cadena de acidos grasos de longitud variable (13-17 carbonos)
ramificada e insaturada. La Tm es un inhibidor selectivo de la N-glicosilacién, presenta
homologia estructural con N-acetilglucosamina-1-fosfato (GIcNAc-1-P) y compite con ésta
por el sitio activo de la enzima GIcNAc fosfotransferasa (Alg7), impidiendo la transferencia
desde UDP-GIcNAc al dolicol fosfato, de este modo, inhibe la formacién de dolicol-PP-
GIcNAc (Hemming, 1985).

2.2.2 2-desoxiglucosa

La 2-desoxiglucosa (2-DOG) es un andalogo de la glucosa en la que el grupo hidroxilo del
segundo atomo de carbono es sustituido por un hidrégeno. Debido a la similitud de la
glucosa con la manosa, la 2-DOG compite con la manosa en el proceso de N-glicosilacion,
ésta es convertida a un derivado nucleosido-difosfato (GDP-2-DG) antes de ser incorporado
en el precursor oligosacéarido unido al dolicol. Al intermediario GDP-2-DG no se le pueden
adicionar residuos de manosa y consecuentemente se interrumpe el proceso de N-

glicosilaciéon (Audrey et al., 2018).
2.24 Ditiotreitol y B-mercaptoetanol

El ditiotreitol (DTT) y el B-mercaptoetanol son agentes reductores, rompen los puentes
disulfuro entre los residuos Cys necesarios para la conformacion estructural de las

proteinas y mantienen a las proteinas en un estado reducido (Bub, 2017).



2.3 Via UPR en Saccharomyces cerevisiae

En metazoarios se han identificado tres ramas de la UPR conocidas como: IRE1 (por sus
siglas en inglés Inositol-Requering Protein 1), ATF6 (por sus siglas en inglés Activating
Transcription Factor 6) y PERK (por sus siglas en inglés Protein Kinase RNA (PKR)-like ER
Kinase). La presencia de cada una de las ramas depende de la especie, sin embargo, la
rama de Irel se encuentra en todas las células eucariontes incluyendo a las levaduras. Esta

via se ha estudiado ampliamente en S. cerevisiae (Figura 2) (Herndndez-Elvira et al., 2018).

El gen IRE1 codifica para la proteina transmembranal de 1115 aminoacidos Irel, cuyo
dominio N-terminal se encuentra en el lumen del RE y el dominio C-terminal se localiza en
el citosol; la region citosélica estd compuesta por dos dominios funcionales: un dominio
cinasa de serina/treonina y un dominio de endorribonucleasa cuya secuencia es homadloga
ala de la RNasa L. En el dominio N-terminal se localiza una region central de deteccién de
estrés (CSSR por sus siglas en inglés Core Stress-Sensing Region) en donde se unen
proteinas mal plegadas. Bajo condiciones normales, el dominio N-terminal de Irel se
encuentra asociado a la chaperona Kar2, la acumulacién de proteinas mal plegadas lleva
a la disociacion de Irel y Kar2 (Credle et al.,, 2005) lo que permite que la primera se
oligomerice y se active por medio de la trans-autofosforilacion de sus dominios cinasa
yuxtapuestos (Shamu & Walter, 1996). Se han identificado a los residuos Ser 840, Ser 841,
Thr 844 y Ser 850 de Irel como los blancos de fosforilacion; los dos primeros tienen una
funcién reguladora positiva ya que cuando estan fosforilados, inducen la activacién del
dominio de endorribonucleasa. Este dominio cataliza el splicing de un pre-RNA mensajero

el cual, en su forma madura codifica para el factor de transcripcion Hacl.

El factor de transcripcién Hacl consta de 238 aminoacidos y pertenece a la familia zipper
béasico de leucina (bZIP). Contiene una regién de unién a DNA seguida de 20 aminoacidos
gue forman el caracteristico motivo zipper de leucina (Cox & Walter, 1996). EIl mRNA
precursor de HAC1 se expresa constitutivamente, sin embargo, éste no se traduce
eficientemente debido a la presencia, cerca de su extremo 3", de un intron de 252
nucleotidos que forma una estructura de tallo-asa como consecuencia del apareamiento de
algunas bases del intr6bn con una porcion de la region no traducida 5" (UTR por sus siglas
en inglés Untranslated Region). Esto provoca la atenuacion de la traduccion debido a la
incapacidad de los ribosomas de superar esta estructura (Aragon et al., 2009). El dominio
de endorribonucleasa de Irel cataliza el corte del intrén del RNA precursor de HAC1,

posteriormente, la enzima RIg1 une los exones generando al MRNA maduro (Ron & Walter,



2007). Dado que el sitio de splicing 5 esté localizado dentro de la regién codificante de
Hacl, el splicing reemplaza la regién C-terminal de Hacl, con esto, los ultimos 10 residuos
son substituidos por 18 residuos que forman el dominio de transactivacion del factor (Mori
et al., 2000). Una vez sintetizado, el factor de transcripcion Hacl se transloca al ndcleo en
donde se une como homodimero a secuencias conocidas como elementos de respuesta a
proteinas mal plegadas (UPRE por sus siglas en inglés Unfolded Protein Response
Elements) los cuales se encuentran en los promotores de los genes blanco de la UPR.
Durante este proceso, los residuos de Asn y Arg de la region de unién a DNA de Hacl son
esenciales para el reconocimiento de la secuencia UPRE, ya que estos aminoacidos
interaccionan con el surco mayor de la cadena de DNA (Hernandez-Elvira et al., 2018).
Hacl promueve la transcripcién de genes que codifican para proteinas involucradas en el
trafico de proteinas y en su modificacion, para componentes de la maquinaria de ERAD,
para proteinas de metabolismo y biosintesis de la pared celular (Thibault et al., 2011). Asi
mismo provoca una disminucion en la sintesis de RNAs ribosomales y en la expresion de
genes involucrados en la respiracién aerdbica como COX20, OXAl y SOM1 (Van Dalfsen
et al., 2018).

Un analisis con microarreglos mostré la activacion de al menos 381 genes durante ERE
(Travers et al., 2000), sin embargo, el grupo de Chen et al. (2005) determiné que solo el
11% de estos genes son activados directamente por la via Irel/Hacl. Actualmente se sabe
gue hay vias paralelas a la UPR que se activan por ERE. Se han identificado la via de la
proteina cinasa activadas por mitégenos (MAPK por sus siglas en inglés Mitogen-Activated
Protein Kinases) de integridad celular dependiente de SlIt2 (Chen et al., 2005), la via MAPK
osmosensora dependiente de Hogl (Torrez-Quiroz, 2010) y la via de sefalizacion
dependiente de calcio/calcineurina (Bonilla, 2002; Olivares, 2017).
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Figura 2. Via UPR dependiente de Irel en S. cerevisiae. En condiciones normales, Kar2
se encuentra unida a Irel en el limen del RE. La acumulacién de proteinas mal plegadas
conduce a la disociacion de Irel y Kar2 lo que permite que la primera se oligomerice,
transautofosforile 'y active el dominio de endorribonucleasa. ElI dominio de
endorribonucleasa cataliza el corte de un intron en el RNA precursor de HAC1. Una vez
sintetizado, Hac1l se transloca al nicleo y se une a los elementos de respuesta a proteinas
mal plegadas (UPRE) localizados en los promotores de genes blanco. Modificado de
Chakraborty, 2016.

2.4 Via de sefalizacion dependiente de calcio

El calcio (Ca?) es un componente esencial en las células eucaridticas y, aunque la
concentracion citosolica es baja, tiene funciones estructurales, enzimaticas y de
sefializacion importantes. Altas concentraciones de Ca?" citosélico son dafiinas para la
célula debido a que este precipita con iones inorganicos, por esta razén, las células
eucaridticas han desarrollado una serie de mecanismos para adquirir, usar, almacenar y

mantener concentraciones no citotdxicas (Cyert & Philpott, 2013).



2.4.1 Bombas, canales y transportadores involucradas en la homeostasis de Ca?*

La sefalizacién por calcio depende de un grupo de bombas, intercambiadores y canales
gue son responsables del control del flujo de Ca?* entre los diferentes compartimentos
celulares de las células eucariéticas (Colinet et al., 2016). Estas proteinas, asi como la red
de sefializacion dependiente de Ca?* se encuentran conservadas en el reino fungi (Figura
3) (Zelter, 2004).

§.Cch1/Mid1

oy

ATP

<¢ ADP

Pmct
Ca*

mitocondria

Figura 3. Bombas, canales e intercambiadores que participan en la homeostasis del
Ca?" en la levadura. En la imagen se representan las bombas Pmc1, Codl y Pmrl, los
canales Cchl/Midl y Yvcl y los intercambiadores de calcio Vcx1 y Gdtl, asi como su

localizaciéon subcelular.

2.4.1.1 Vacuola

S. cerevisiae contiene una o varias vacuolas que pueden estar en ciclos de invaginacion,
fusion y fision en respuesta al ciclo celular y al ambiente; las vacuolas de los hongos tienen
la capacidad de captar grandes cantidades de Ca?" y bajo determinadas condiciones
ambientales, lo pueden liberar al citoplasma (Cunningham, 2011). En S. cerevisiae, este
compartimento capta mas del 90% del Ca?* celular. La concentracién de Ca?* vacuolar libre

se ha estimado en ~30 uM mientras que la concentracion total se ha estimado en ~3 mM
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(Shigaki et al., 2006), esto se debe a que el ion forma complejos con polifosfatos inorganicos
(Dunn et al., 1994). La mayor cantidad del Ca?" es tomado directamente del citoplasma
mediante la accion de Pmcl y Vcx1 que se encuentran localizadas especificamente en la

membrana de la vacuola (Cunningham, 2011).

Pmcl es una ATPasa de Ca?* de membrana plasmatica (PMCA por su nombre en inglés
Plasma Membrane Ca?* ATPase). Se encuentra en las células eucariontes incluyendo
plantas y animales, participa en la homeostasis del Ca?* transportandolo del citoplasma a
la vacuola. Una mutante nula de Pmcl1 no muestra fenotipos de crecimiento o morfolégicos
evidentes en condiciones estandar; sin embargo, en condiciones de alta concentracion del
ion, acumula menor cantidad de este en la vacuola y presenta menor tolerancia a altas

concentraciones de Ca?* (Cunninham & Fink, 1994).

Vcx1 es un miembro de la familia de intercambiadores de Ca?*/H* (CAX por sus siglas en
inglés Calcium/Proton Exchanger) tipo Il, no se encuentra en células animales, pero si en
plantas y hongos (Shigaki et al., 2006). Utiliza el gradiente de protones para acoplar la
entrada de Ca?* a la vacuola con la salida de protones al citosol. Una mutante nula de Vcx1
presenta un retardo en la disminucion de la concentracion citosélica de Ca?*, sin embargo,
la captacion de éste en la vacuola no se altera, ademas, exhibe mayor tolerancia que una

cepa silvestre a altas concentraciones de Ca?* (Cyert & Philpott, 2013).

Vexl y Pmel actGan en conjunto para almacenar Ca?* en la vacuola, Vcx1 toma
rapidamente una gran cantidad de Ca?* y tiene una funcién dominante en la dinamica del
Ca?" a corto plazo, mientras que Pmc1l establece un marcado gradiente de concentracién

de Ca?* a través de la membrana vacuolar (Cyert & Philpott, 2013).

Cuando las levaduras son expuestas a un choque osmotico (Denis & Cyert, 2002), de
peréxido de hidrogeno o de terbutil-hidroperéxido ocurre la liberaciéon de Ca?* a través del
canal mecanosensible Yvcl (Popa et al., 2010). Este se localiza exclusivamente en la
membrana vacuolar y cuando se sobreexpresa induce hipersensibilidad al Ca?* ambiental
por lo que se sugiere que la proteina se requiere para regular la homeostasis del Ca?* (Denis
& Cyert, 2002).

2.4.1.2 Reticulo endoplasmico y aparato de Golgi

El RE concentra aproximadamente ~10 uM de Ca?* por la accién de Pmrl. Esta proteina es
una ATPasa tipo P que bombea Ca?" y Mn?*. Se localiza principalmente en el aparato de

Golgi y suministra Ca?* y Mn?* durante la biogénesis del RE por medio del trafico mediado
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por vesiculas en direccion retrograda. Pmrl es crucial para las funciones de la via secretora,
para la N- y O-glicosilacién, para la clasificacion de proteinas y para su degradacion
asociada a RE (Ddrr et al., 1998). Una mutante nula de Pmrl muestra una disminucion

significativa en el almacenamiento de Ca?*en el RE (Strayle et al, 1999).

Cod1/Spfl es una ATPasa tipo P localizada en la membrana plasmatica del RE que
contribuye a la homeostasis de Ca?* tanto en el RE como en el aparato de Golgi, sin

embargo, no se ha caracterizado completamente (Cyert & Philpott, 2013).

Gdtl es una proteina transmembranal, que se localiza en la zona cis- y media- del aparato
de Golgi y en la vacuola. Es un intercambiador de Ca?*/H*, participa en la regulacién de la
concentracion de Ca?* ante estrés osmoético y su sobreexpresion incrementa el
almacenamiento de Ca?', ademas, tiene una funcién indirecta en la glicosilacion de
proteinas. Pese a su importante funcion en la homeostasis de Ca?*, aln no se determina la

direccién de transporte de Ca?* por esta proteina (Colinet et al., 2016).
2.4.2 Via de sefializacién Ca?*/calcineurina

S. cerevisiae crece en un amplio rango de concentraciones de Ca?* extracelular (1 p-100
mM), responde y se adapta rapidamente a amplias fluctuaciones de este, gracias a la
activacion de vias de sefalizacion que permiten modificaciones de los patrones de

expresion génica (Espeso, 2016).

En condiciones normales, la concentracion citosélica de Ca** en levadura se encuentra en
un rango de 50-200 nM, sin embargo, la exposicién a determinados estimulos ambientales
y a diversos tipos de estrés provoca el incremento del Ca?* citosélico, ya sea por la entrada
a través de canales localizados en la membrana plasmatica o la liberacion de este de los
compartimentos que lo almacenan. Este incremento activa a la via de sefalizacion
dependiente de Ca?*/calcineurina (Cyert, 2003). S. cerevisiae emplea esta Gltima via para
regular una amplia variedad de procesos que incluyen la progresion del ciclo celular (Loukin
& Kung, 1995; lida et al., 1990), el apareamiento (Muller et al., 2001; Muller et al, 2003), el
procesamiento de proteinas (Hartley et al., 1996), la respuesta a estrés hipotonico (Batiza
et al.,, 1996), la regulacion del pH intracelular (Serrano et al., 2002) y la sefializacion

metabdlica (Rispail et al.,2009).

En la via de sefializacion dependiente de Ca?*/calcineurina (Figura 4), el incremento en la
concentracion de Ca?* citosolico activa a la calmodulina (CaM). La CaM es una proteina

pequefia que se encuentra conservada en todos los eucariontes; es la principal proteina
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receptora de Ca?* intracelular y media muchos de los efectos de este ion (Cyert, 2001).
Estructuralmente la CaM posee dos dominios similares, cada dominio tiene dos motivos de
unién a Ca?* conocidos como EF-hand conectados por un segmento corto y flexible. Los
motivos EF-hand estan formados por un asa de 12 aminoacidos flanqueado por dos hélices-
a; dentro del asa, el Ca?* es coordinado por el oxigeno y seis diferentes aminoacidos. En
ausencia de Ca?* los motivos EF-hand se encuentran en una conformacion cerrada, la unién
de un ion Ca?* a cada uno de los sitios causa un cambio de conformacién con la
consecuente exposicion de dos superficies hidrofobicas que le permiten unirse a las
proteinas blanco dependientes de Ca?*(Cyert, 2001).

La CaM tiene mdltiples blancos, uno de estos es la fosfatasa calcineurina. La calcineurina
o PP2B (por sus siglas en inglés Protein Phosphatase 2B), es una fosfatasa de
serina/treonina dependiente de Ca?*/CaM. La calcineurina es un heterodimero compuesto
por una subunidad catalitica y una subunidad reguladora (Stie & Fox, 2008). S. cerevisiae
contiene dos genes paralogos que codifican para las subunidades cataliticas CMP1/CNA1
y CMP2/CNA2 y un gen CNB1 que codifica a la subunidad reguladora. CNA1 y CNA2 se
transcriben a diferentes proporciones durante las fases exponencial y estacionaria del
crecimiento en medios con glucosa, en crecimiento dialdxico su abundancia disminuye
considerablemente. El producto de CNAl1 y CNA2 son proteinas de 63 y 68 kDa
respectivamente, se especula que las proteinas son reguladas por mecanismos
postraduccionales, tanto Cnal como Cna2 tienen secuencias PEST putativas, estas son
secuencias ricas en Pro, Glu, Ser y Thr que actlan como secuencia sefial para la
degradacion proteolitica (Mere et al., 2003). La subunidad catalitica o calcineurina A tiene
al dominio fosfatasa en el dominio N-terminal seguido de una hélice con el dominio de unién
de la subunidad reguladora o calcineurina B (BBH por sus siglas en inglés Calcineurin B
Binding Helix), un dominio de unién a CaM (CBD por sus siglas en inglés Calmodulin
Binding Domain), una secuencia autoinhibitoria (AlS por sus siglas en inglés Autoinhibitory
Signal) seguida de un dominio autoinhibitorio (AID por sus siglas en inglés Autoinhibitory

Domain) cerca del dominio C-terminal (Figura 5. Kissinger et al., 1995; Roy et al., 2007).
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Figura 4. Via de sefializacion Ca?*/calcineurina. En laimagen se muestran a las proteinas
gue participan en la via de sefializacion Ca?'/calcineurina. El incremento en la
concentracion citosdlica de Ca?*, ya sea por la entrada de este a través de canales en la
membrana plasmética como Cch1/Mid1 o por la salida del ion de los reservorios, provoca
la unién del ion Ca?* a la calmodulina (CaM). La CaM unida a cuatro iones de Ca?* se une
a la calcineurina y la activa, esta desfosforila al factor de transcripcion Crz1 hiperfosforilado
y permite su entrada al nicleo en donde se une a los elementos de respuesta dependientes
de calcineurina (CDRE) en los promotores de los genes blanco.

Cnbl es una proteina pequefia de 175 aminoacidos que forma el heterodimero con la
subunidad catalitica Cnal/Cna2; Cnbl tiene similitudes estructurales con la CaM, presenta
cuatro motivos de union a Ca?* EF-hand (EF1-4) posicionados en extremos opuestos de la
estructura terciaria simétrica en forma de pesa (Anglister, 1994). La CaM asociada al Ca?*
se une al dominio de unién de la calcineurina A y desplaza al dominio autoinhibitorio del
sitio catalitico permitiendo que el sustrato acceda a esta Gltima (Stie & Fox, 2008); trabajos
realizados en S. cerevisiae, mostraron que el motivo EF4 es dispensable para la actividad
de la calcineurina mientras que los motivos EF1-3 contribuyen a su activacion
independientemente del cambio conformacional ocurrido por la unién de Ca?*/CaM (Arifio
et al., 2019).
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Figura 5. Dominios estructurales de la subunidad catalitica Cnal y la subunidad
reguladora Cnb1l de calcineurina. En la imagen superior de muestran en color amarillo el
dominio catalitico, en azul el dominio de unién a la subunidad Cnbl (BBH), en gris el
dominio de unién a la calmodulina (CBD), en morado la sefial de autoinhibicién (AIS) y en
color verde el dominio autoinhibitorio (AID). En la parte inferior se muestran en color azul,
los cuatro dominios EF-hand (EF1-4) de la subunidad Cnb1l de la calcineurina. Modificada
de Arifio et al., 2019.

La calcineurina reconoce a sus sustratos por medio de un motivo corto distinto al sitio de
desfosforilacion. En varios blancos de la calcineurina como Crzl1, Rcnl, Sim1, SIm2 y Hphl
se ha identificado la secuencia PxIXIT como un motivo de interaccion. La interaccion es de
baja afinidad y ocurre en un surco de la subunidad catalitica distante del centro catalitico e
independiente del estado de activacion del dominio de fosfatasa. Un contacto secundario
establecido mediante el motivo LxVP, encontrado en algunos sustratos como Rcnl, auxilia
en la orientacion del sustrato durante la desfosforilacion (Roy & Cyert, 2009; Goldman et
al., 2014). Aunque se han identificado varios blancos de la calcineurina, el factor de
transcripcién Crzl es el mejor caracterizado en la levadura S. cerevisiae. Este factor actta

rio abajo para regular la respuesta dependiente de calcineurina (Cyert, 2003).
25Crz1

El factor de transcripcion Crzl es una proteina de 678 aminoacidos que se caracteriza por
presentar en el extremo C-terminal, dos motivos de union a DNA conocidos como dedos de
zinc CyH, (estos pueden variar de uno a cuatro dependiendo de la especie). También
contiene un motivo pequefio con la secuencia PIISIQ en los amino&cidos 332 a 337
involucrado en la interaccién directa con la calcineurina, una region rica en residuos de Ser
(SRR por sus siglas en inglés Serine Rich Region) asi como las secuencias de sefializacion
(NLS por sus siglas en inglés Nuclear Localization Signal) y de exportacion nucleares (NES

por sus siglas en inglés Nuclear Export Signal) (Figura 6) (Cyert, 2003).
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Figura 6. Dominios estructurales de Crzl. SSR representa a la region rica en Ser, la
secuencia de sefalizacion nuclear se representa como NES (regién de puntos), la region
PIISIQ se representa en color naranja, la secuencia de exportacion nuclear se representa
en color amarillo (NLS), el dominio de unién a DNA se representa en color azul y se indican
los &tomos de zinc importantes para esta funcion. Modificada de Cyert, 2003.

La calcineurina controla la actividad de Crz1l mediante la regulacion de su localizacion
celular. En condiciones fisioldgicas Crz1l se encuentra hiperfosforilado en el citoplasma;
después de un incremento en la concentracion de Ca?" intracelular, Crz1 se acumula
rapidamente en el ndcleo. La calcineurina desfosforila a Crz1 provocando un cambio en la
conformacion tridimensional, dicho cambio expone la NLS permitiendo que ésta sea
reconocida por la importina Nmd5 que lo transloca al nucleo. Se han identificado dos
secuencias NLS en Crz1, una localizada entre los aminoacidos 394 y 422 y la otra entre los
aminoacidos 612 y 615, sin embargo, solo se requiere de la primera para la regulaciéon
dependiente de calcineurina. Esta NLS contiene una porcién hidrofébica de lle y dos
porciones basicas de Arg y Lys indispensables para su importacion dependiente de Nmd5.
Adicionalmente, dos Arg cerca del dominio C-terminal potencian la importacién, pero no son
imprescindibles. Se ha reportado que Crz1 se une directamente a Nmd5 para ingresar al
nucleo (Polizotto & Cyert, 2001).

La acumulacion de Crz1 en el nucleo es reversible; la secuencia NES de Crz1 se localiza
entre los residuos 186 y 279 y es reconocida por la exportina Msn5 (Cyert, 2003); la
secuencia NES contiene una region rica en Leu entre los aminoacidos 257 y 263 que es
necesaria para el proceso de exportacion. En este dominio se encuentra la region SRR, la
cual se ha demostrado por mutagénesis, que la eliminacion de las Ser y de dos Thr impide
la exportacién de Crzl. Esto sugiere que la fosforilacion de estos aminoacidos es necesaria
para la interaccion fisica entre Crz1 y Msn5. Se ha identificado a la cinasa Hrr25, homologa
a la caseina cinasa | de mamiferos, como una de las responsables de la fosforilacion de
Crz1. Hrr25 se une a Crz1 independientemente de su actividad catalitica. La interaccion es
de larga duracion y ocurre en ambos compartimentos celulares (Kadafar et al., 2003). El
motivo PIISIQ de Crzl participa en la asociacion fisica con la calcineurina y es requerido

para la desfosforilacién dependiente de calcineurina de la region SRR. Esta desfosforilacion
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inhibe la interaccién entre la region NES de Crz1l y Msn5, lo que disminuye su exportacion

y por tanto aumenta su localizacién en el nucleo (Boustany & Cyert, 2002).

Una vez en el nacleo, Crz1 se une a los promotores de los genes blanco en una secuencia
conocida como elementos de respuesta dependientes de calcineurina (CDRE por sus siglas
en inglés Calcineurin-Dependent Response Elements) (Stathopoulos & Cyert, 1997). Se ha
sugerido que la desfosforilacién de Crz1 puede incrementar su actividad transcripcional, sin
embargo, esto no se ha demostrado (Boustany & Cyert, 2002). En S. cerevisiae la activacion
de calcineurina por un pulso de Ca?* de 200mM, incrementa la expresion de mas de 160
genes, muchos de los cuales contienen una secuencia consenso 5" GNGGC(G/T)CA-3" a
la que se une Crzl1 (Cyert, 2003; Yoshimoto et al., 2002). Entre los genes blanco de Crzl
se incluye al propio CRZ1 (Matheos et al.,1997), a RCN1 y RCN2 que codifican para
reguladores positivos y negativos de la calcineurina (Kingsbury & Cunningham, 2000; Mehta
et al., 2009), a CMK2 que codifica para una proteina cinasa dependiente de Ca?‘/CaM
(Dudgeon et al., 2008), asi como a PMC1, PMR1y ENAL1 que codifican para varias bombas
catiénicas responsables de la salida de Ca?*, Mn?*, Na* y Li* (Matheos, 1997). Ademas,
Crz1 regula a genes involucrados en homeostasis ionica y de integridad de la membrana y

pared celulares (Yoshimoto et al., 2002).

En el 2001, se reportd que el factor de transcripcién Skn7 actia como estabilizador de Crz1
(Williams & Cyert, 2001).

2.6 Skn7

El gen SKN7 codifica para un factor de transcripcion de respuesta a estrés que se encuentra
conservado en hongos. La proteina esta constituida por 622 aminoacidos y se localiza
predominantemente en el nlcleo; en el extremo N-terminal presenta un dominio de unién a
DNA similar al encontrado en el factor de transcripcién de choque de calor (HSF por sus
siglas en inglés Heat Shock Factor) y un dominio con estructura supersecundaria de cuerda
enrollada (CC por sus siglas en inglés Coiled Coil) involucrado en interaccién proteina-
proteina. En C-terminal contiene un dominio aceptor de fosfato con aminoacidos altamente
conservados encontrados en familias de proteinas reguladoras de respuesta y un dominio
rico en GIn que tiene similitud con dominios de activacion transcripcional (Figura 7) (Mulford
& Fassler, 2011).

17



HSF Q Skn7

1 87 150 237 250 378 497 556 979 622

Figura 7. Dominios estructurales del factor de transcripcion Skn7 de S. cerevisiae. El
dominio de unién a DNA se representa en color amarillo (HSF), el dominio de interaccién
con proteinas se visualiza en color morado (CC), el dominio aceptor se representa en color
azul y la regién rica en GIn se representa en color verde (Q).

Inicialmente se identificd a Skn7 por su capacidad de suprimir los defectos en el crecimiento
de una cepa mutante kre9A de S. cerevisiae (Brown et al., 1993), y por la supresion del
fenotipo de lisis en una mutante pkcA (Brown et al., 1994). Posteriormente, Skn7 se
identifico como regulador de respuesta del sistema de fosforrelevo en S. cerevisiae. En esta
via, la fosforilacién de la proteina sensora histidina cinasa, SInl, controla la fosforilaciéon de
la proteina histidina fosfotransferasa Ypdl y dos reguladores de respuesta: Sskl, que
controla la actividad de la via MAPK dependiente de Hogl en condiciones de estrés
osmoético, y Skn7, que controla la actividad de genes dependientes de SIn1-Skn7 como
OCHL1,; ademas se encontré que Skn7 actla como regulador de la actividad de la via de
sefalizacién de alta osmolaridad-glicerol (HOG por sus siglas en inglés High Osmolarity
Glycerol) (Ketela et al., 1998). Para estos efectos es imprescindible la fosforilacion del Asp

427 de su dominio aceptor (Brown et al., 1994; Ketela et al., 1998).

Skn7 participa en la respuesta a estrés oxidante y su actividad es independiente a la via
SiIn1 por lo que no requiere la fosforilacién del Asp 427. En condiciones de estrés oxidante,
Skn7 interactia con el factor de transcripcién Yapl y juntos activan la transcripcion de
genes blanco; durante este evento, los residuos C303, C598 y C629 de Yapl asi como los
residuos 1428,v429 y T437 del dominio aceptor de Skn7 son necesarios para la interaccion
fisica entre Yapl-Skn7 y la T449 es necesaria para la interaccion fisica de Skn7 con el DNA
(Figura 8) (He et al., 2009; Mulford & Fassler, 2011).
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Figura 8. El factor Skn7 participa en la via de fosforrelevo y estrés oxidante en S.
cerevisiae. En la via de fosforrelevo, la proteina sensora SInl asociada a la membrana
plasmatica detecta las propiedades fisicas de la pared celular, esta se representa como un
entramado de quitina, 1,3-B-glucano, 1,6-B-glucano y glicoproteinas en la superficie. En
condiciones normales SInl se transautofosforila y posteriormente el grupo fosfato es
transferido a la fosfotranferasa Ypdl la que, a su vez, transfiere el grupo fosfato a los
reguladores de respuesta Sskl y Skn7. El estrés osmético provoca la disminucién de la
actividad cinasa de SIn1, por lo que las formas desfosforiladas de Ssk1 y Skn7 se acumulan;
Sskl puede asociarse a Ssk2/22 y activar la via HOG. La hiperactivacion de SInl ocurre
por estrés de pared celular provocando un incremento de Skn7 fosforilado y la activacién
transcripcional de sus genes blanco. En estrés oxidante Skn7 activa la respuesta
transcripcional de los genes blanco independientemente de Sinl. Modificada de Fassler &
West, 2011.

Adicionalmente, Skn7 se encuentra involucrada en otros procesos celulares. Por ejemplo,
participa en la respuesta a estrés de pared celular y estrés osmatico (Li et al., 2002), en la
respuesta a estrés por calor y en el crecimiento filamentoso diploide inducido por privacion
de fuentes de nitrogeno (Lorentz & Heitman, 1998). Recientemente se demostré que
mutantes nulas de SKN7 son sensibles a ERE inducido con Tm y se determiné que su
actividad es independiente de su funcién como regulador de respuesta en la via SInl y de
la fosforilacion del residuo D427. En este sistema Skn7 no requiere de la co-actividad de
Yapl (Olivares, 2017).
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El factor Skn7 puede autoasociarse e interaccionar con otras proteinas que incluyen al
factor de transcripcion Hsfl (Raitt et al., 2000), Yapl (Mulford & Fassler, 2011), Mbpl
(Morgan et al., 1995; Bouquin et al., 1999), Crz1 (Williams & Cyert, 2001), la GTPasa Rho
(Alberts et al., 1998) y Mogl (Lu, et al., 2004).

3. ANTECEDENTES

Desde hace varios afios Williams & Cyert (2001) reportaron la interaccion fisica y genética
de los factores de transcripcion Crzl y Skn7. De acuerdo con este reporte, la
sobreexpresion de Skn7 activa la transcripcion dependiente de los CDRESs y la expresion
de los genes PMC1 y FKS2. En ese mismo trabajo se reporta que Skn7 tiene una funcion
estabilizadora de Crz1 ya que incrementa el tiempo de vida media de la proteina. Ensayos
in vitro mostraron que Skn7 interactta fisicamente con Crz1 y con calcineurina y ademas
se observo que los dominios CC y de interaccion con DNA de Skn7p se requieren para
regular la actividad transcripcional dependiente de Crzl. La interaccion in vitro entre Skn7
y Crz1 no requiere del dominio CC de Skn7 (Williams & Cyert, 2001).

Recientemente se mostré6 que mutantes skn7A y crz1A presentan un fenotipo sensible a
estrés de reticulo inducido por Tm (Figura 9) (Olivares, 2017), la Tm activa a la via
dependiente de Ca*?/calcineurina (Bonilla et al., 2002; Olivares, 2019) y mutantes de las
subunidades catalitica (Cna2) y reguladora (Cnb1l) de la calcineurina son sensibles a este
antibiético (Olivares, 2017). La conexién entre Skn7 y la via Ca**/Calcineurina se comprob6
al observar que la inactivacion de Skn7 en la mutante de la calcineurina exacerba su
sensibilidad a Tm (Figura 9) (Olivares, 2019).
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0.5pg/mL Tm 0.2pg/mL Tm

Figura 9. Sensibilidad a Tm de mutantes del factor de transcripcion Skn7 y los
componentes de la via de sefalizacién Ca?'/calcineurina Cna2, Cnbl y Crzl. Se
muestran ensayos de crecimiento de S. cerevisiae en diluciones seriadas de una cepa
silvestre y mutantes de los componentes de la via de calcineurina. Todas las mutantes son
sensibles a la Tm; en la parte superior se muestra que skn7A y crz1A presentan el mismo
grado de sensibilidad a 0.75 pg/ml de Tm; en la parte inferior, skn7Acna2A presenta mayor
sensibilidad en el crecimiento que la observada en cada una de las mutantes sencillas en
0.5 ug/ml de Tm; la mutante cnb1A presenta sensibilidad a 0.2 ug/ml de Tmy su crecimiento
es menor en una doble mutante cnb1Askn7A. Tomada de Olivares, 2017; 2019.
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HIPOTESIS

Mutantes de los elementos Cna2, Cnb1 y Crz1 de la via Ca?*/calcineurina asi como
del factor de transcripcion Skn7 presentan sensibilidad a ERE inducido con Tm,
ensayos in vitro han mostrado que Skn7 interacciona fisicamente con Crzl.
Entonces se espera que un ERE inducido con Tm active a la via de
Ca?*/Calcineurina y la respuesta transcripcional dependera sinérgicamente de Crz1
y Skn7. En particular se espera que los promotores de los genes FKS2, PMC1 y

GDT1 se co-regulen por ambos factores de transcripcién en respuesta a la Tm.

OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Determinar si los factores de transcripcion Crz1 y Skn7 participan en la respuesta a

ERE inducido con Tm co-regulando genes de respuesta de la via Ca*/calcineurina.
5.2 Objetivos particulares

Determinar si el factor de transcripcibn Skn7 es un elemento de la via de
sefializacion Ca?*/calcineurina.

Caracterizar la respuesta transcripcional de los genes FKS2, PMC1 y GDT1 al ERE
inducido con Tm.

Determinar si la transcripcion de los genes FKS2, PMC1 y GDT1 depende de la
actividad sinérgica de Skn7 y Crz1 en respuesta a ERE inducido con Tm.

Determinar si la activacién de la via Ca?*/calcineurina es dependiente de la via UPR.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Cepas utilizadas

Todas las cepas utilizadas en este trabajo son derivadas de la silvestre BY4742 de S.
cerevisiae. Las cepas mutantes sencillas fueron obtenidas de una coleccion comercial de
mutantes EUROSCARF en posesion del Dr. Gabriel del Rio Guerra, quien las doné al
laboratorio del Dr. Roberto Coria; el genotipo de cada una de las cepas se describe en la
Tabla 1.

Tabla 1. Cepas de S. cerevisiae y sus marcadores.

Nombre Genotipo

BY4742 MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0

crzlA BY4742 crz1::KANMX4

skn74 BY4742 skn7::KANMX4

crz1Askn7A BY4742 crz1::KANMX skn7::ura3

Ire1A BY4742 irel::KANMX4

cnb1A BY4742 cnbl::KANMX

ire1Acnb1A BY4742 irel::KANMX cnb1::NATMX4
6.2 Medios

Las levaduras se cultivaron a 30°C en medio completo YPD (1% extracto de levadura, 2%
peptona, 2% glucosa y 2% agar cuando se requiri6 medio sélido) o en medio minimo
sintético SD (0.69% base nitrogenada, 2% glucosa, 20 pug/ml de los aminoacidos adenina,
arginina, histidina, metionina, leucina, lisina y triptéfano y en caso de medio sélido 2% agar
pH 6.5-7). El medio sélido SD-Ura utilizado para los ensayos cualitativos de la actividad de

B-galactosidasa se elabord con amortiguador de fosfatos en lugar de agua.

Las bacterias de Escherichia coli (DH5a) se cultivaron a 37°C en medio LB (1% triptona,
0.5% extracto de levadura y 0.5% NacCl) suplementado con 100 ug/ml de ampicilina para la

seleccién de plasmidos.
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6.3 Plasmidos
Los plasmidos utilizados en este trabajo se muestran en la tabla 5 del ANEXO.
6.3.1 Clonacioén de lacZ en el plasmido pGEM-T Easy Vector

El fragmento correspondiente al gen lacZ se amplificé por la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR por sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction) y se purificé para
luego poliadenilarse en una reaccién con los siguientes componentes: DNA de lacZ 6 ul,
MgCl> 2.5 mM (Promega), dATP 0.2mM, amortiguador 1x, Taq polimerasa 0.05 U/ul
(Invitrogen) en un volumen de 10.1 ul; la mezcla se incub6 a 72°C durante 30 minutos en el
termociclador PT100 Peltier Thermal Cycler de MJ Research. Posteriormente se cloné en
el vector pGEM-T Easy Vector System (Promega) siguiendo las instrucciones del
proveedor.

6.3.2 Subclonacién de lacZ en el plasmido YEp352

El plasmido pGEM-lacZ (este trabajo) se digiri6 con las enzimas Xbal, Sall y Scal (Thermo
Scientific FastDigest) y el fragmento correspondiente a lacZ fue purificado (ver apartado
6.9). El plasmido YEp352 (600 ng) (Hill et al., 1986) se digirié con las enzimas Xbal y Sall
(Thermo Scientific Fast Digest) y posteriormente se desfosforilé con 0.03 U/ul de la enzima
fosfatasa alcalina (Roche Diagnostics) en un volumen final de 30 ul durante 1 hora a 37°C;
el plasmido fue verificado en un gel de agarosa al 0.8% y el fragmento correspondiente a
YEp352 fue purificado. Los fragmentos purificados de lacZ y YEp352 fueron puestos en una
reaccion de ligacion en las siguientes condiciones: amortiguador T4 DNA ligasa 1x, vector
7 ul, inserto 5 ul, T4 DNA ligasa 0.075 U/ul (Roche Diagnostics) en un volumen final de 20

ul; la reacciéon se incub6 durante 12 horas a 14 °C.

6.3.3 Subclonacién delos promotores de FKS2, PMC1y GDT1 en el plasmido YEp352-

lacZ

Los promotores de los genes FKS2, PMC1 y GDT1, correspondientes a 1,000 pb rio arriba
del sitio de inicio de la transcripcién de cada gen, fueron obtenidos de los plasmidos pGEM-
PFKS2, pGEM-PPMC1 y pGEM-PGDT1 (los promotores fueron clonados previamente con el
kit pPGEM-T Easy Vector System por Olivares-Reséndiz en el laboratorio del Dr. Roberto
Coria, no publicado). El plasmido pGEM-PFKS2 fue digerido con las enzimas Xmal y Xbal
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y la banda correspondiente al promotor fue aislada y purificada. Los plasmidos pGEM-
PPMC1 y pGEM-PGDT1 fueron digeridos con la enzima EcoRI en un volumen de 20 ul. A la
reaccion de digestion se adicion6 Klenow dilution buffer 1x, dNTPs 1 mM, y 0.1 u/ul de la
enzima Klenow fragment (Invitrogen) en un volumen final de 30 pl, la mezcla se incub6 a
37°C durante 30 minutos, posteriormente los fragmentos correspondientes a los promotores
fueron purificados. Los productos se cortaron con la enzima Xbal y posteriormente se
purificaron. El producto purificado se corté con la enzima Xbal. El fragmento
correspondiente al promotor de FKS2 se ligbd con YEp352-lacZ (este trabajo) previamente
cortado con las enzimas Xmal y Xbal y desfosforilado con la enzima fosfatasa alcalina. Los
promotores de PMC1 y GDT1 fueron ligados con YEp352-lacZ digerido con las enzimas
Smal y Xbal; la reaccion de ligacion se realiz6 con las siguientes condiciones: amortiguador
T4 DNA ligasa 1x, vector 2 pl, inserto 5 ul, T4 DNA ligasa 0.075 U/ul (Roche Diagnostics)
en un volumen final de 20 pl; la reaccién se incubé durante 12 horas a 14 °C. Las clonas
recombinantes se verificaron por electroforesis en un gel al 0.8% con las enzimas
Sall+Smal+Xbal. Las enzimas utilizadas en este apartado fueron de Thermo Scientific

FastDigest Restriction Enzymes.
6.4 Amplificacién de productos por PCR

El gen lacZ se amplificé a partir del plasmido pSH18-34 (Estojak et al., 1995) con los
desoxioligonucle6tidos mostrados en la Tabla 4 del ANEXO; las condiciones de la PCR
fueron las siguientes: desoxioligonucleétidos sentido (Forward) y antisentido (Reverse) 4
ng/ul, dNTPs 0.2 mM (Roche Diagnostics), MgSO., 1 mM, Pfx amplification buffer 1x, PFx
DNA polimerasa 0.025 U/ul (Invitrogen), DNA plasmidico 0.5 ng/ul en un volumen final de
50 pl. Se utiliz6 un termociclador PT100 Peltier Thermal Cycler de MJ Research y las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes: temperatura de desnaturalizacién inicial
de 98°C durante 5 minutos, posteriormente 30 ciclos de una serie de: 98°C durante 30
segundos, 50°C durante 30 segundos, 72°C durante 3 minutos y finalmente 5 minutos a
72°C.

El plasmido pAG25 (Goldstein et al., 1999) se utilizé para amplificar al gen NAT1 (los
desoxioligonucledtidos utilizados se muestran en la Tabla 4 del ANEXO). Las condiciones
de la reaccion de PCR fueron similares a la anterior excepto que la concentracion de DNA
fue de 0.2 ng/ul. Para la amplificacion se empleé una temperatura de alineacion de 55°C y

el tiempo de extension fue de 30 s.
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El gen NAT1 se amplifico a partir de DNA gendmico extraido de cepas recombinantes
ire1Acnb1A (los desoxioligonucleotidos utilizados se muestran en la Tabla 4 del ANEXO),
las condiciones de la reaccion de PCR fueron las siguientes: MgSO4 2 mM (Promega),
dNTPs 0.2 mM (Roche Diagnostics), desoxioligonucleétidos sentido (Forward) y antisentido
(Reverse) 4 ng/ul, DNA 1ul, Colorless Go Taq Flexi Buffer 1x (Promega), Go Taq DNA
polimerasa 0.025 U/ul (Promega) en un volumen de 50 ul. Se utilizé un termociclador PT100
Peltier Thermal Cycler de MJ Research. Para la amplificacion se empled una temperatura
de desnaturalizacion inicial de 98°C durante 5 minutos, posteriormente 30 ciclos de una
serie de: 98°C durante 30 segundos, 67°C durante 30 segundos, 72°C durante 30

segundos Y finalmente 5 minutos a 72°C.
6.5 Ensayos de sensibilidad por goteo

Las cepas se crecieron en medio YPD liquido y los cultivos en fase exponencial se ajustaron
a una ODesgo de 0.5. Posteriormente se realizaron cuatro diluciones seriadas 1:10, para lo
cual se colocaron, de mayor a menor concentracion, alicuotas de 3.5 ul sobre cajas Petri
con medio YPD sdlido con y sin distintos inductores de estrés (Tabla 2), segun fuera el

caso. Después de 48 horas de incubacion a 30 °C las placas se escanearon.

Tabla 2. Inductores de estrés utilizados para evaluacién de fenotipos de sensibilidad

en distintas mutantes.

Cepas evaluadas Inductores de estrés

BY4742, crz1A, skn7A, Tm 1 pg/ml, MnCl; 4 mM y t-BOOH
crz1Askn7A 0.75 mM.

BY4742, ire1A, c¢nb14, Tm 0.05, 0.075, 0.1, 0.12, 0.15
ire1Acnb1A Mg/mly MnCl; 4mM.

6.6 Curvas de crecimiento

Las células se crecieron en YPD toda la noche. Después se ajustaron a DOggo de 0.05 y se
adicion6é Tm a distintas concentraciones, se incubaron a 30°C con agitacion en cajas de
Elisa de 100 pozos (Bioscreen C). Se registrd la DOsoo cada 60 minutos durante 24 horas
en un espectrofotometro de placas. El promedio de tres ensayos se graficd y la tasa de
crecimiento se calculé6 como el valor de la pendiente de una regresion lineal de la fase

exponencial.
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6.7 Extraccion de DNA genémico

5 ml de un cultivo en fase exponencial de la cepa transformante se centrifugd a 823 x g
durante 5 minutos, el botén se resuspendié en 500 ul de solucién A (Tris 50mM, EDTA 10
mM, NaCl 150 mM, triton 1%, SDS 1%) y se agregaron 250 pl de fenol + 240 pl de
cloroformo + 10 ul de alcohol isoamilico. La mezcla se agité vigorosamente durante 4
minutos y se incubd durante 30 minutos a 44°C en un termobloque con agitacion. La mezcla
se centrifugd a 11,357 x g durante 5 minutos, la fase acuosa fue transferida a un tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml y se centrifugé durante otros 3 minutos a 11,357 x g el
sobrenadante se transfirid por decantacion a tubos de microcentrifuga de 1.5 ml con 50 pl
de la solucién A sin detergente. Se agregaron 30 pg/ul de RNAsa y se incub6 a 44 °C
durante 30 minutos. Posteriormente se agregaron 7 ul de NaCl 5 My la mezcla se centrifugo
a 11,357 x g durante 2 minutos. El botdn se lavé con etanol al 100% y se centrifugd a 11,357
X g durante 1 minuto. Después se lavo 2 veces con etanol al 70%, se elimind el exceso de
alcohol y se centrifugé a 11,357 x g durante 30 segundos. Se retir6 el alcohol restante sin
tocar el botdn, este se dejo secar a la intemperie y finalmente se resuspendié en 50 pl de

agua.
6.8 Extraccion de plasmidos de E. coli

La extraccion y purificacion de plasmidos de bacterias se hizo por medio del QlAprep Spin

Miniprep Kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del proveedor.
6.9 Purificaciéon de DNA en geles de agarosa y DNA en solucion

Los productos de PCR y el DNA proveniente de plasmidos digeridos fueron verificados por
electroforesis en gel de agarosa ultrapura (Invitrogen) al 0.8% y posteriormente la banda de
interés se purificé por medio del Gene Clean Il Kit (Mp Biomedicals) siguiendo el instructivo
del proveedor. Igualmente se siguié el protocolo marcado en este kit para la purificacion de

DNA en solucién.
6.10 Transformacién de bacterias

Se utilizaron bacterias competentes de la cepa DH5a de E. coli para amplificar los
plasmidos obtenidos de las reacciones de ligacion. Se tomaron 100 pl de cultivos de

bacterias ajustadas a una OD ep de 0.5 y se incubaron con las mezclas de ligacion. Las
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células se incubaron en hielo durante 30 minutos y posteriormente se sometieron a choque
térmico de 42°C durante 45 segundos. Se incubaron en hielo durante 2 minutos y se agregé
1 ml de medio LB. Se incubaron a 37°C durante 1 hora, se centrifugaron a 4 300 x g durante
1 minuto en una microcentrifuga y el botén se resuspendié en100 pl de LB. Finalmente, las
células se plaquearon en cajas de LB con 100 ug/ml de ampicilina como agente de

seleccion.
6.11 Transformacién de levaduras

Las células de un cultivo en fase exponencial se centrifugaron a 1 075 x g durante 5 minutos,
luego se lavaron con un volumen de agua estéril y posteriormente con 1 ml de amortiguador
Tris-EDTA (TE)/LiIOAc (100 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 7.5, 100 mM LiOAc pH 7.5). El
botdn de la dltima centrifugacién se resuspendié en 100 ul de amortiguador TE/LIOAc. Se
tomaron 50 pl de la suspension celular y se mezcl6é con 40 ng de plasmido, 5 pl de DNA de
esperma de salmon y 300 pl de polietilenglicol/TE/LIOAc (40% polietilenglicol (PEG), 100
mM TE pH 7.5, 100 mM LiOAc pH 7.5). La mezcla se incub6 durante 30 minutos a 30°C en
agitacion de 250 rpm, posteriormente se agregaron 40 ul de DMSO y se incubé durante 15
minutos a 42 °C. Finalmente, las células se centrifugaron y el botén se resuspendié en 100
Ml de medio minimo para plaquearse en medio minimo suplementado con el agente de

seleccion.
6.12 Ensayo cualitativo de la actividad de B-galactosidasa

Las levaduras transformantes se estriaron en cajas amortiguadas (pH 7.0) de SD-Ura con
y sin Tm (1pg/ml) y 60 ul de Xgal (5-bromo-4-cloro-3-indol-3-D-galactopiranésido, EMD

Millipore Corp) y se incubaron a 30 °C. Después de 48 horas las placas se escanearon.
6.13 Ensayo cuantitativo de la actividad de p-galactosidasa
6.13.1 Tratamiento de muestras

Cultivos en fase exponencial se ajustaron a una ODeggo de 0.3£0.03 en un volumen de 90 ml
de YPD y se incubaron a 30°C durante 1 hora. Después cada cultivo se dividié en tres
grupos, uno fue el control y los otros dos se trataron con Tm 1 (ug/ml) o CaCl, (200 mM).

Se incubaron durante 3 horas a 30°C.

6.13.2 Extraccién de proteinas
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Las células se centrifugaron durante 5 minutos a 2900 x g a 4°C. El botén se lavé con
amortiguador Z frio (Na,HPO4 60 mM, NaH.PO, 40 mM, KCI 10 mM, MgSO. 1 mM), se
centrifugd y posteriormente se resuspendié en 500 pl de amortiguador Z. Se agregaron 500
ul de perlas de vidrio y las muestras se sometieron a 8 pulsos de agitacion (en un disruptor)
de 30 segundos cada uno alternando con una incubacion en hielo por 30 segundos. Por
ualtimo, las muestras se centrifugaron a 1500 x g durante 2 minutos a 4°C. Se recupero el
sobrenadante y se cuantificé la concentracion de proteinas con el reactivo Pierce 660nm

Protein Assay siguiendo las instrucciones del proveedor (Thermo Fisher Scientific).
6.13.3 Ensayo de actividad de B-galactosidasa

Para determinar la actividad de B-galactosidasa se colocaron 100 pl del extracto de
proteinas en 400 ul de amortiguador Z con 3-mercaptoetanol (27ul de 3-mercaptoetanol /10
ml de amortiguador Z) y se agregaron 100 ul de o-NPG (o-Nitrofenil-g-D-galactopirandsido)
de una solucién madre de 4 mg/ml (Research Organics Inc). La muestra se incub6 a
temperatura ambiente y se leyé a 420 nm de longitud después de que se detectara un

cambio en la coloracién (se anoté el tiempo en el que ocurrié el cambio).

La actividad B-galactosidasa se calcul6 con la siguiente formula:

volumen total

Actividad = ((1000)(Abs 420nm)) ( g

(volumen valorado)(e oNPG)(min) (W proteina)

Los valores obtenidos se normalizaron con respecto a la actividad detectada en la cepa

silvestre crecida en YPD sin estrés.
6.14 Analisis de datos

Los datos obtenidos se analizaron utilizado el programa estadistico GraphPad Prism 5. Para
determinar las diferencias entre grupos se realizd6 un analisis de varianza de una via
(ANOVA) seguido de una prueba de comparaciones multiples de Bonferroni. Se considero

una diferencia significativa a una p<0.01.
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7. RESULTADOS

7.1 El factor de transcripcion Skn7 participa en una via paralela a la de Crz1 durante
ERE inducido con Tm

Trabajos previos identificaron al factor de transcripcion Skn7 como regulador de la actividad
transcripcional de Crz1l en condiciones de estrés inducido con CaCl, (Wiliams & Cyert
2001) y posteriormente, se determin6 que la via Ca?*/Calcineurina se encuentra activa en
condiciones de ERE inducido con Tm (Bonilla et al., 2002; Olivares, 2019). Con el objetivo
de determinar si el factor de transcripcibn Skn7 participa en la via calcineurina/Crzl, se
realizaron ensayos de sensibilidad a Tm mediante diluciones seriadas en mutantes crz14,
skn7A 'y crz1Askn7A. Como control se utilizaron MnCl, y ter-butil hidroperéxido (t-BOOH)
para inducir estrés idnico y estrés oxidante respectivamente. Se ha reportado que una cepa
crz1A es altamente sensible a MnCl, y una cepa skn7A es muy sensible al estrés oxidante.

Por lo tanto, la doble mutante crz14skn7A debe ser sensible a ambos compuestos.

En la Figura 10 se observa que en condiciones sin estrés el crecimiento de las cepas
silvestre, crz1A, skn7A y crz1Askn7A fue similar, sin embargo, en condiciones de ERE
inducido con 1 pg/mlde Tm las cepas crz1A 'y skn7A presentaron defectos en el crecimiento
y la mutante crz1Askn7A presentd una mayor deficiencia. En el medio con MnCl; la cepa
crz1A presentd una fuerte deficiencia en el crecimiento y este efecto fué exacerbado en la
doble mutante crz1Askn7A mientras que la mutante skn7A resistid a esta sal. Como se
esperaba, la mutante skn7A4 y la doble mutante crz1Askn7A fueron muy sensibles al t-

BOOH; sin embargo, la mutante crz1A crecié de forma similar a la cepa silvestre.

Estos resultados nos sugieren que, en condiciones de ERE inducido con Tm, Skn7 participa
en una via de sefializacion independiente de Crz1, ya que la sensibilidad a Tm de la doble

mutante parece ser la suma de las sensibilidades de las mutantes sencillas.
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YPD Tm 1 pl/ml MnCl2 4mM t-BOOH 0.75mM
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Figura 10. Sensibilidad de la cepa crz1Askn7A al ERE inducido con Tm. Se muestra el
crecimiento de cepas crz14, skn7A y crz1Askn7A en estrés inducido con Tm, MnCl, y t-
BOOH. Cultivos de S. cerevisiae en diluciones seriadas en un factor de 10 fueron goteadas

sobre medio YPD con los inductores de estrés indicados. Las cajas fueron incubadas a 30
°C durante 48 horas y posteriormente fueron evaluadas.

7.2 FKS2 y PMC1 presentan sitios de unién para el factor de transcripcién Crzl,

mientras que FKS2 y GDT1 tienen sitios de unién a Skn7

La regulacion de genes involucrados en la homeostasis de Ca? por el factor de
transcripcién Crz1 se encuentra ampliamente documentada. FKS2 y PMC1 son los genes
que se utilizan con mayor frecuencia en estudios que involucren la activacion de la via
Ca?'/calcineurina (Stathopoulos & Cyert, 1997; Williams & Cyert, 2001) ya que la respuesta
transcripcional de estos genes ante un estrés por Ca?* incrementa significativamente.
Ademas de estos genes, en este trabajo se decidio evaluar la respuesta transcripcional de
GDT1 porgue se ha visto que éste tiene un papel importante en la homeostasis de Ca?*; sin
embargo son pocos los reportes que existen sobre su regulacion. Por otro lado, hay pocos
reportes de la regulacién que podria ejercer el factor de transcripcidon Skn7 en estrés por
Ca?", los genes FKS2 y PMC1 se han reportado como blancos de regulacién para este
factor. Con el objetivo de indentificar sitios de unién para los factores de transcripcion Crz1
y Skn7 en genes que responden o se encuentran involucrados en la homeostasis de Ca?*
y probablemente en la respuesta a ERE inducido con Tm, se hizo una busqueda en la base
Yeastrack de probables secuencias de unién para estos factores de transcripcién en los
promotores de tres genes de respuesta a la via de Ca?* FKS2, PMC1 y GDT1. Se ha
reportado que el factor de transcripcion Crzl se asocia a la secuencia concenso 5
GNGGC(G/T)CA 3'. Los sitios de union de Skn7 hasta ahora identificados son
5 GGCYGGC 3 (Oxidative Stress Responsive Skn7 Response Elements, Tsuzi et al.,
2004), 5" AGAACGTTC 3" (HSEZ2 por sus siglas en inglés Heat Shock Elements 2; Raitt et
al., 2002), 5’ATTTGGYTGGGCC 3 (SRE, por sus siglas en inglés SLN1 Response
Elements, Li et al., 2002), 5 GGCGAGATCT 3" (OSRE, por sus siglas en inglés Oxidative
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Stress Response Elements 1), 5GGCCAGA 3 (OSRE), 5GGCCGGC 3" (OSRE3) y
5 GGCTGGC 3 (OSRE; He & Fassler, 2005). Los sitios identificados en los promotores de
los genes anteriormente mencionados se describen en la Tabla 3.

Puede observarse que FKS2 tiene sitios probables para ambos factores de transcripcion,
dos para Crzl, cada uno localizados en diferentes cadenas y uno para Skn7, este promotor,
ademas, contiene un sitio probable de unién del factor de transcripcion Hacl que participa
en la via UPR de respuesta a estrés de RE. El promotor de PMCL1 solo parece tener tres
secuencias de union para Crz1, dos en una cadena y uno en la otra. EI promotor de GDT1
contiene solamente un probable sitio de union a Skn7 muy cercano al inicio del ORF. Este
analisis nos sugiere que de los promotores elegidos uno seria regulado por los dos factores
(FKS2) y los otros dos solo por uno, PMC1 por Crz1 y GDT1 por Skn7.

Tabla 3: Sitios y secuencias de unién de los factores de transcripcion Crzlp y Skn7p
en los promotes de los genes FKS2, PMC1 y GDT1. Obtenido de la base Yeastrack.

Factor de Secuencia consenso Posicion Cadena

transcripcion

FKS2
Crzlp CACCAGTCGGTGGCTGTGCGCTTG | -763 sentido
Crzlp CAGCCAC =747 antisentido
Skn7p GGCCR -975 antisentido
PMC1
Crzlp GNGGCKCA -540 sentido
Crzlp GNGGCKCA -135 antisentido
Crzlp GGGGCTG -411 antisentido
GDT1
Skn7p GGCCR -16 sentido

7.3 Los genes FKS2 y PMC1 se sobrexpresan en respuesta a estrés inducido con Tm
y Ca2+

Con el objetivo de determinar si los genes FKS2, PMC1 y GDT1 se expresan en respuesta
a Tm y Ca?, sus promotores de fusionaron al gen reportero lacZ. La actividad de B-
galactosidasa se cuantificO en células silvestres transformadas con los plasmidos

reporteros después de tratamientos con Tm o CaCl,. Para esto se emple6 un ensayo
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colorimétrico, como se indica en la seccién de Métodos. El efecto del Ca?*en la actividad

del promotor de FKS2 ya se ha reportado (William & Cyert, 2001) por lo que no solo se

utiliz6 como un control positivo de que el estrés se estaba induciendo correctamente, sino

también para verificar el efecto de este catién sobre la via Ca?%calcineurina y si Skn7

tambien forma parte de la via. Como puede verse en la Figura 11, la expresién de FKS2

aumentoé cuatro y cinco veces en respuesta a Tm y Ca?* respectivamente. De la misma

manera, la expresion de PMC1 aument6 casi cuatro veces con Tm y hasta 12 veces con

Ca?*. La expresion de GDT1 en cambio, no se modificé con ningln tratamiento. Esto implica

que, en celulas silvestres, los inductores de estrés inducen la expresion de FKS2 y PMC1

pero no la de GDTL1.

P-lacz

7 151 .
: [ ]
@
o + !
o A
S 104 4
®©
© :
> b :
B 5 = b
o -
= a - a a a a
Sl T A=
FKS2 PMC1 GDT1

YPD
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CaCl, 200mM

Figura 11. Los genes FKS2 y PMC1 se sobreexpresan en respuesta a estrés inducido
con Tm y Ca?*. Ensayo cuantitativo de la actividad B-galactosidasa de los genes reporteros
PFKS2-lacZ, PPMC1-lacZ y PGDT1-lacZ. Cada uno de los puntos en la grafica representa
el valor obtenido en un ensayo independiente, las barras representan £+SEM, n=3. P<0.01.
Se realiz6 una prueba ANOVA seguida de una prueba Bonferroni.
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7.4 Laexpresion de FKS2 es dependiente de Crz1 tanto en condiciones 6ptimas como

de estrés inducido con Tm y Ca?"y Skn7 se comporta como represor

Con el objetivo de determinar cualitativa y cuantitativamente la actividad del promotor de
FKS2, se realizaron ensayos de B-galactosidasa en condiciones de estrés con Tm. En estos
ensayos, las diferencias en la actividad promotora del gen se detectan por los cambios en
la coloracion del parche debido a que la enzima B-galactosidasa, codificada por el gen lacZ,
hidroliza el X-Gal y produce 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol, el cual se oxida

espontdneamente a 5,5 -dibromo-4,4"-dicloro que tiene un color indigo.

En la Figura 12a se muestra un ensayo en caja de la actividad de -galactosidasa que
presenta el gen reportero PFKS2-lacZ. Puede observarse que la coloracion azul generada
por el reportero tanto en la cepa silvestre como en las mutantes crz1A y skn7A es similar
en condciones control; sin embargo, en ERE inducido con Tm la coloraciéon disminuy6
ligeramente en la mutante crz1A. Esta disminuciéon es mas evidente cuando se determina
la actividad de B-galactosidasa en un ensayo colorimétrico (Figura 12c y d), es decir, en
estrés con Tm la actividad disminuyd aproximadamente 6 veces en la mutante crz1A
comparada con la silvestre. En estrés por Ca?*, el comportamiento es similar, la actividad
de B-galactosidasa disminuyé alrededor de 10 veces en la mutante crz1A comparada con
la cepa silvestre. Estos datos indican que Crz1 es un modulador positivo de la expresién de
FKS2 en condiciones tanto 6ptimas como de estrés inducido tanto con Tm como con Ca?*.
En cambio, el promotor de FKS2 parece ser reprimido por el factor Skn7 tanto en
condiciones 6ptimas como en presencia de los inductores de estrés (Figura 12c y d) ya
que la actividad de B-galactosidasa incremento en la mutante entre 1.7 y 1.8 veces en Tm
y Ca?" respectivamente y con respecto a la cepa silvestre. La actividad de B-galactosidasa
en la doble mutante crz1Askn7A fué muy similar a la de la mutante sencilla crz1A. Esto
quiere decir que el efecto negativo de Skn7 en la expresion de FKS2 se enmascara por la
falta de Crz1.

34



a) b) PFKS2-lacZ
YEp352-LACZ YEp352-LACZ

PFKs2-LACZ PFKs2-LACZ

2.51

2.04 {
1.51

Actividad B-galactosidasa
oV
>

-t

Tm 1pg/mi YPD

()
~

d)
PFKs2-lacZ PFKks2-lacZ

[any
F

(o]
1

+

Actividad B-galactosidasa
> >
Actividad B-galactosidasa

N
1
(e

o
o

Tm 1pg/ml CaCl, 200mM
o wt W crz1A A skn7A @ crz1Askn7A

Figura 12. El gen FKS2 es regulado por Crz1y Skn7 en estrés inducido con Tm y Ca?".
a) Ensayo cualitativo de la actividad de B-galactosidasa del gen reportero PFKS2-lacZ. b)
Ensayo cuantitativo de B-galactosidasa del gen reportero PFKS2-lacZ en condiciones
control. ¢) Actividad B—galactosidasa del gen reportero PFKS2-lacZ durante ERE inducido
con Tm. d) Actividad de p-—galactosidasa del gen reportero PFKS2-lacZ durante estrés
inducido con CaCl,. Cada uno de los puntos en la gréfica representa el valor obtenido en
un ensayo independiente, las barras representan +SEM, n=3. P<0.01. Se realizé una
prueba ANOVA seguida de una prueba Bonferroni.

35



7.5 La expresion de PMC1 es dependiente de Crzl e independiente de Skn7 en
condiciones de estrés por Tm y Ca?

En la Figura 13a se muestran se muestran los mismos ensayos descritos en el apartado
anterior pero ahora con el reportero del promotor de PMC1. Puede observarse tanto en el
ensayo en placa como en el ensayo colorimétrico que la expresion de PMC1 en condiciones
de estrés (tanto Tm como Ca?') solo dependi6 de Crzl y que esta expresion fué
independiente de Skn7. La mutante crz1A en general, mostr6 una actividad de (-
galactosidasa alrededor de 10 veces menor a la de la cepa silvestre en presencia de Tmy
Ca?* (Figura 13c y d). Llama la atencion la disminucién en actividad (de unas 4 veces) que
esta mutante mostré en condiciones normales (Figura 13b) y que en este ensayo tiene
significancia estadistica, pero aun asi es mucho menor que la diferencia que existe cuando
se compara con la cepa silvestre en presencia de los inductores de estrés. La actividad de
la doble mutante crz1A skn7A, en Tm y Ca?" fué muy similar a la de la mutante sencilla
crz1Ay el hecho de que en condiciones normales su actividad no haya variado con respecto
a la cepa silvestre y a la mutante skn74, sugiere que la actividad de la mutante crz1A en
esta condicidn tendria que ser revisada. En resumen, estos datos indican que Crz1 regula
positivamente al promotor de PMC1 en condiciones tanto éptimas como de estrés y que,

como se esperaba, su transcripcion en respuesta a estrés es independiente de Skn7.
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Figura 13. El factor Crzl regula la actividad promotora del gen PMC1 en estrés
inducido con Tm y Ca?". a) Ensayo cualitativo de la actividad de B-galactosidasa del gen
reportero PPMC1-lacZ. b) Ensayo cuantitativo de la actividad de B-galactosidasa del gen
reportero PPMC1-lacZ en condiciones control. ¢) Ensayo cuantitativo de la actividad [3-
galactosidasa en condiciones de ERE inducido con tunicamicina. d) Ensayo cuantitativo de
la actividad 3-galactosidasa durante estrés inducido con CaCl,. Cada uno de los puntos en
la grafica representa el valor obtenido en un ensayo independiente, n=3. P<0.01. Se realiz6
una prueba ANOVA seguida de una prueba Bonferroni.
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7.6 La expresion de GDT1 en condiciones de estrés por Tm y Ca?* no depende de los
factores Crz1ly Skn7

En la Figura 14 se observa la actividad de B-galactosidasa del reportero lacZ fusionado con
el promotor de GDT1. Como puede observarse tanto en el ensayo en caja (Figura 14a)
como en el ensayo colorimétrico (Figura 14b, c y d), la expresion de GDT1 no depende ni
de Crz1 ni de Skn7 en condiciones de estrés inducido con Tm o con Ca?*. El promotor de
GDT1 mostr6 mayor actividad en la mutante skn7A cuando se traté con Ca?*. Sin embargo,
los datos no mostraron significancia estadistica respecto a los de la cepa silvestre. El que
la expresion de este promotor no dependa de los factores transcripcionales era de
esperarse, ya que los inductores de estrés no modifican la expresion del promotor en la
cepa silvestre como se vié en la Figura 11. Llama la atencién que la actividad del promotor
en la mutante crz1A se haya incrementado en condiciones normales y que en este ensayo
mostrase significancia estadistica. Este dato tiene que ser revisado y en todo caso

confirmado, ya que no se ve un incremento similar en ninguna de las condiciones de estrés.
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Figura 14. Los factores Crz1y Skn7 no regulan la actividad promotora del gen GDT1
en estrés inducido con Tm y Ca?'. a) Ensayo cualitativo de la actividad B-galactosidasa
del gen reportero PGDT1-lacZ. b) Ensayo cuantitativo $-galactosidasa del gen reportero
PGDT1-lacZ en condiciones control. ¢) Ensayo cuantitativo de la actividad B-galactosidasa
en condiciones de ERE inducido con Tm. d) Ensayo cuantitativo de la actividad B-
galactosidasa durante estrés inducido con CaCl,. Cada uno de los puntos en la gréafica
representa el valor obtenido en un ensayo independiente, n=3. P<0.01. Se realizé una
prueba ANOVA seguida de una prueba Bonferroni.
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7.7 La inactivacién de la subunidad regulatoria de la calcineurina abate la induccion

de latranscripcién de los genes FKS2y PMCL1 en condiciones de estrés por Tmy Ca?

Con el objetivo de determinar si la expresion de los genes FKS2 y PMC1 en condiciones de
estrés depende de la via Ca?*/calcineurina se hicieron ensayos de B-galactosidasa en una
mutante de la subunidad regulatoria de la calcineurina (cnb14) y una mutante de uno de los
genes paralogos de la subunidad catalitica (cna24, ver el apartado correspondiente en la
Introduccioén y la Figura 4). La actividad transcripcional tanto del promotor de FKS2 como
del promotor de PMC1 disminuy6 significativamente en la mutante cnb714, en ambos
inductores de estrés, en promedio la actividad de los promotores bajé unas 5 veces en esta
mutante (Figura 15 paneles b, c, e y f). Este efecto no se observo en la mutante de la
subunidad catalitica (cna24). Estos datos indican que se requiere la via de calcineurina
intacta para que los promotores de FKS2 y PMC1 respondan al estrés impuesto por Tmy
Ca?" y en particular, se requiere de la subunidad regulatoria Cnb1l de la calcineurina. En
cambio, la eliminacion de la subunidad catalitica Cna2 no tiene ningun efecto significativo
en la actividad de los promotores. Esto puede deberse en parte a que en la mutante cna24
se encuentra presente el gen paralogo CNA1 y este podria reemplazar funcionalmente a
CNA2.

40



PFKSs2-lacZ Ppmci-lacZ
c 1.57 -
a) a g 15
©
9 o
S 1.0{ —eee— 5 1.04 —eee— "
: g -
@ u @'_ ]
< 0.54 T 0.5-
: —5 E
S )
5 —=— 3
< 00 ' r < 00 r
YPD YPD
b) PFKS2-lacZ e) PPMC1-lacZ
c 61 a © 4
3 3 o a
g . : -
[ [
> . > 27
<=} <=1
B 2] B
he] - 14
= >
i3] 3]
< 0 T L] < C L]
Tm 1pg/ml Tm 1ug/ml
C) f)
PFKs2-lacZ Ppmci-lacZ
< 15- < 25-
w0 7]
£ a g a ;
= a . ‘% 204 [ ]
o o
g8 % + 3 151 E.
© ©
@ @
@ ° = @ 104
3 o kS
T S 5.
2 b =
3] ©
< 0 . . — < 0 .
CaCl, 200mM CaCl, 200mM
o wt mcha2A acnb1A

Figura 15. La subunidad Cnbl se requiere para la induccion de FKS2 y PMC1 en

estrés inducido con Tm y Ca?". Ensayo cuantitativo de B-galactosidasa de los genes
reporteros PFKS2-lacZ, PPMC1-lacZ en a) y d) condiciones control, b) y e) condiciones de

41



ERE inducido con Tm y c) y d) estrés con CaCl,. Cada uno de los puntos en la grafica
representa el valor obtenido en un ensayo independiente, n=3. P<0.01. Se realiz6 una
prueba ANOVA seguida de una prueba Bonferroni.

7.8 La via Ca?/calcineurina es independiente de la via UPR en condiciones de estrés

inducido con Tm

Finalmente, se quiso determinar por ensayos de epistasis si la via Ca?*/calcineurina en
respuesta a estrés inducido con Tm se encuentra relacionada con la via UPR. Como se
mencionod en la Introduccién, los inductores de estrés de ER como la Tm activan la UPR,
para lo cual el sensor Irel es indispensable. Una mutante de Irel es altamente sensible a
concentraciones moderadas de Tm y una mutante de la subunidad regulatoria de
calcineurina (cnb14) es moderadamente sensible a concentraciones altas de la droga (ver
Figura 9). Se hizo un ensayo de crecimiento por diluciones seriadas en medios con
concentraciones bajas de Tm con la intencion de permitir el crecimiento tanto de la mutante
ire1A como de la mutante cnb71A (Figura 16). Como puede observarse en este ensayo
cualitativo, el crecimiento de la doble mutante ire1Acnb1A fué apenas menor que la de la
mutante sencilla ire1A en las concentraciones 0.075 y 0.1 ug/ml de Tm. En cambio, la
mutante cnb1A creci6 mucho mas que las otras dos mutantes y solo mostr6 sensibilidad
moderada a la concentracion mas alta de Tm. Para confirmar o corregir esta observacion,
se hicieron ensayos de crecimiento en las mismas condiciones en cultivos liquidos y
determinando la densidad 6ptica continuamente durante 24 horas. Como puede verse en
la Figura 17, con este ensayo es claro que hay una diferencia en el crecimiento entre las
dos mutantes sencillas y la doble mutante ire7Acnb1A. Esto se aprecia claramente al ver la
pendiente de la curva ajustada por regresion lineal tanto en las graficas (Figura 17 paneles
d, f y h) como en el histograma (Figura 17 panel i) donde se grafican las diferencias
relativas de las pendientes normalizadas con la pendiente de la cepa silvestre en cada una
de las condiciones. En resumen, los datos aqui presentados indican que las vias de
Ca?*/calcineurina y de la UPR no son epistaticas y se requiere de ambas vias para un

crecimiento 6ptimo de las células en condiciones de estrés inducido con Tm.
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Figura 16. Las mutantes ire1Ay ire1Acnb1A son muy sensibles a estrés inducido con
Tm. Se muestra el crecimiento de cepas wt, ire1A, cnb1A y ire1Acnb1A. Cultivos de S.
cerevisiae en diluciones seriadas en un factor de 10 fueron goteadas sobre medio YPD
sélido con Tm a distintas concentraciones. Las cajas fueron incubadas a 30 °C durante 48
horas y posteriormente fueron evaluadas.
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Figura 17. Tasas de crecimiento de la cepa silvestre wt y las mutantes ire1A,
cnb1A e ire1Acnb1A en estrés inducido con Tm a diferentes concentraciones.
En a) y b) se representa la curva de crecimiento en condiciones control y la tasa de
crecimiento respectivamente; ¢) y d) muestran la curva de crecimiento en ERE con
Tm a 0.05 pg/ml y su tasa de crecimiento; e) y f) muestran la curva de crecimiento
y la tasa de crecimiento en ERE con Tm a 0.075 ug/ml; g) y h) muestra la curva de
crecimiento y la tasa de crecimiento en ERE con Tm a 0.1 ug/ml; en i) se representa
la tasa de crecimiento de las 4 cepas en las distintas concentraciones de Tm
utilizadas para inducir ERE, cada barra representa el valor obtenido de la pendiente
de la curva de crecimiento en fase exponencial (4-14 horas) normalizada con
respecto a la wt en condiciones control. n=3, p<0.01, * vs wt, ire1A 'y cnb1A.

8. DISCUSION

Los factores de trascripcién Skn7 y Crz1 se requieren para generar una respuesta

6ptima al estrés inducido por Tm y por Ca?* pero no son epistaticos

El analisis fenotipico de las mutantes sencillas skn7A y crz1A asi como el de la doble
mutante skn7Acrz1A nos indica que ambos factores participan en la respuesta al estrés que
genera el antibidético Tm. En varios estudios anteriores se habia demostrado que el factor
transcripcional Crzl es el elemento que dispara la respuesta transcripcional cuando la
célula es sometida a una alta concentracion de Ca?* externo (Stathopoulos & Cyert, 1997;
Williams & Cyert, 2001; Olivares, 2017). De la misma manera, en nuestro grupo de trabajo,
se encontré que tanto Skn7 como Crz1 participan en la respuesta a la Tm (Olivares, 2019).
Continuando con el estudio de este fenébmeno, en este trabajo se demostré que el papel
que juegan estos factores no es epistatico para la respuesta a Tm y que probablemente
participan en vias diferentes y acaso paralelas. Esta observacion es consistente con los
fenotipos que muestran las dobles mutantes carentes de Skn7 y de una de las subunidades
cataliticas de la calcineurina o de la subunidad regulatoria, es decir, mutantes skn7Acna2A
0 skn7Acnb1A. La sensibilidad a Tm de estas mutantes es mayor a las que presentan las
mutantes sencillas (ver seccion de Antecedentes). Estas observaciones y los datos aqui
encontrados, nos llevan a concluir que la eliminacion de la via Skn7 y de la via calmodulina
a nivel de la calcineurina o de Crz1 generan un efecto aditivo en la sensibilidad a Tm y que
para responder a este antibidtico se activan independientemente una via cuyo efector es

Skn7 y la via de la calcineurina cuyo efector es Crzl.
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Crzl induce la expresion de FKS2, en tanto que Skn7 la reprime

El glucano es uno de los componentes de la pared celular de S. cerevisiae. Esta constituido
principalmente de 1,3-B-glucano, el cual es sintetizado por la 1,3-B-glucano sintetasa. La
subunidad catalitica de esta enzima esta codificada por dos genes paralogos: FKS1y FKS2
(Mazur et al., 1995; Jhonson & Edlind, 2012). La expresién de FKS1 predomina durante el
crecimiento en condiciones éptimas, en cambio, la expresién de FKS2 se induce en
diferentes condiciones incluyendo el tratamiento con feromonas de apareamiento, con altas
concentraciones de Ca?*, en medios con fuentes de carbono pobres o en mutantes del gen
paralogo fks1A (Garcia-Rodriguez et al., 2000; Mazur et al., 1995). Se ha reportado que la
expresion de FKS2 bajo estas condiciones depende de la via de la calcineurina (Mazur et
al., 1995). El andlisis del promotor del gen FKS2 reveld que tiene probables sitios de unién
tanto para Crz1l como para Skn7 por lo que se esperaba que fuera regulado por ambos
factores. La regulacibn dependiente de Crzl de este promotor ya se observo
experimentalmente, pero solamente en una condicién de estrés inducido con Ca?* (Williams
& Cyert, 2001). Hasta ahora no se habia estudiado el efecto de Crz1 sobre el promotor de
FKS2 en estrés inducido con Tm. Igualmente el papel de Skn7 en la regulacion de este
promotor en la respuesta a estrés por Ca?* se reporté hace unos afios en un solo trabajo
(Williams & Cyert, 2002) en el cual se describe que Skn7 regula positivamente a FKS2 en
estas condiciones. En este trabajo se encontré que, en condiciones de estrés inducido con
Tm, Crz1 genera un incremento en la transcripcion de FKS2, de la misma manera como lo
hace en respuesta a estrés por Ca?* y que la actividad de este factor en ambas condiciones
depende de la via de Ca?*/calcineuria. También se encontré que el promotor de FKS2 es
dependiente de Skn7 tanto en Tm como en Ca?*, pero se comporta como un regulador
negativo de la expresion. Esto contradice el reporte de Williams & Cyert (2001) el cual
describe el efecto inductor de Skn7 sobre el promotor de FKS2 en respuesta a estrés por
Ca?*. Aungue no podemos explicar la causa de la discrepancia, una posibilidad es que en
el trabajo de Williams & Cyert se haya usado una version del promotor minimo que pierde
elementos de regulacion importantes. En este trabajo se emple6 como promotor un
fragmento que abarca 1000 nucledtidos corriente arriba del ORF que en nuestra opinion se
comportaria mas apegado a la actividad del promotor en su locus natural. Nuestros datos
ademas se apoyan en dos observaciones importantes. Una es que, durante estrés por
cadmio, ya se ha visto un efecto represor de Skn7 sobre algunos promotores de genes de
respuesta a estrés oxidante y estrés térmico (Vido et al., 2000) y la otra es que Skn7 se ha

identificado como reclutador del complejo represor Tupl/Ssn6. Este complejo reprime la
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expresion de varios genes que participan en la respuesta a estrés por sales, a estrés
oxidante y en procesos de crecimiento pseudohifal (Hanlon et al., 2011). Una perspectiva
de este trabajo es el de disectar de manera detallada la region promotora de FKS2 y definir
si contiene elementos positivos y/o negativos de regulacién dependientes de Skn7. Es
importante recalcar que el efecto represor de Skn7 sobre el promotor de FKS2 en respuesta
a Tm y Ca? solo se observa cuando Crzl estd presente. Esta dependencia podria
explicarse ya sea porque Skn7 no se une al DNA directamente, pero si a Crz1 y de esta
manera forma el complejo represor, o bien, la union de Skn7 al DNA depende de Crzl. La
interaccion fisica entre Skn7 y Crz1 ya se ha demostrado y la codependencia entre los dos
factores para regular FKS2 también se ha sugerido (Williams & Cyert, 2001).

La regulacion de PMC1 en estrés inducido con Tm y Ca?* depende de Crz1, pero no
de Skn7

El gen PMC1 codifica para una ATPasa dependiente de Ca?* que se encuentra en la
membrana plasmatica. Ya se ha reportado que PMC1 es blanco del factor de transcripcion
Crz1 en condiciones que alteran la homeostasis de Ca?* (Stathooulos & Cyert, 1997).
Nuestros experimentos son los primeros en demostrar que un ERE inducido con Tm
también incrementa la transcripcion de PMCL1. La expresiéon de PMC1 depende de Crzl
tanto en estrés inducido con Ca?* como en estrés inducido con Tm y requiere de la via de
la calcineurina, ya que la interrupcion de esta via al nivel de la subunidad regulatoria de la
calcineurina abate la transcripcién dependiente de Crzl. Como era de esperarse por el
analisis in silico, la expresién de PMCL1 es independiente de Skn7 en ambos tipos de estrés.
Nuevamente esta observacion contradice el reporte de Williams & Cyert (2001). En este se
menciona que Skn7 es un regulador positivo de PMC1 en estrés por Ca?*. De un andlisis
cuidadoso de los datos de ese articulo no se puede desprender esa conclusiéon ya que los
autores no determinaron significancia estadistica entre las diferencias de actividad del
promotor de la mutante skn7A y de la cepa silvestre y no se observan diferencias de
actividad en presencia y ausencia de Ca%*. Finalmente, ya que la transcripcién de PMC1 no
se abate completamente (como si ocurre con FKS2) en la mutante cnb71A y en la doble
mutante crz1Askn7A es probable que factores independientes de la via Ca?*/calcineurina

regulen la expresion de PMC1 en condiciones de estrés.
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GDT1 no es un gen que se regule por estrés inducido con Tm y Ca?*

El gen GDT1 codifica para un intercambiador H*/Ca?* localizado en aparato de Golgi. Se ha
visto gue, en presencia de concentraciones altas de Ca?" extracelular, Gdtl se requiere
para que la N- y la O-glicosilacion de proteinas se realice de manera adecuada (Demaegd
etal., 2013; Potelle et al, 2016). Ademas, Gdtl juega un papel importante en la homeostasis
de calcio ya que regula su almacenamiento en Golgi ante un choque osmotico y cuando
Pmrl esta ausente (Colinet, 2016). Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que
la expresion de GDT1 no cambia ni en condiciones de ERE ni estrés por Ca?". A pesar de
que Crz1 tiene un papel esencial en la regulacién de la homeostasis de Ca?* no participa
en el control de la expresion de GDT1, lo cual es inesperado. Finalmente, Skn7 tampoco
controla la expresion de GDT1 a pesar de tener un probable sitio de unién en su promotor

como lo mostro el analisis in silico.
La activacion de la via Ca?*/calcineurina no depende de la UPR inducida por Tm

Se ha observado que los inhibidores de la N-glicosilacién incluyendo a la Tm inducen la
entrada de Ca?" a la célula de manera independiente de los canales Cch1/Mid1 (Bonilla et
al., 2002). Debido a esto, se incrementa la concentraciéon de Ca?* en el citoplasma lo cual
activa a la via de la calcineurina (Bonilla et al., 2002; Olivares, 2019). Esto sugiere que la
via Ca?'/calcineuria es epistatica a una condicion de ERE inducido con inhibidores de la N-
glicosilacion. Con el objetivo de determinar si la via Ca?'/Calcineurina depende de la
induccion de la UPR se evalud la sensibilidad a Tm de mutantes carentes de la UPR
(mutante ire1A), de la via de calcio (mutante cnb1A) o de ambas (mutante ire1Acnb1A4).
Nuestras observaciones estan de acuerdo con las de Bonilla et al. (2002), es decir, la
activacion de la via Ca?*/calcineurina no depende de la activacion de la UPR. Esto sugiere
que el estrés que generan los agentes que inhiben la N-glicosilacion por un lado inducen la
activacion de la UPR dependiente de Irel y por otro lado inducen la acumulacién de Ca?*
en el citoplasma que activa la via Ca?'/calcineurina. Finalmente es probable que la
acumulacion de Ca?* promueva dos eventos independientes, uno regulado por Crzl y el

otro regulado por Skn7.
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10.

CONCLUSIONES

Los factores de transcripcion Crz1 y Skn7 participan en la respuesta a ERE inducido
con Tm por vias independientes.

El gen FKS2 es regulado positivamente por Crz1 en condiciones de ERE inducido
con Tmy estrés por CaCl,, Skn7 reprime su expresion.

El gen PMC1 es regulado por Crz1 durante ERE inducido con Tmy estrés por CacCl,.
El gen GDTL1 no participa en la respuesta a ERE inducido con Tm ni estrés inducido
con CacCl..

La subunidad regulatoria Cnb1 de la calcineurina es indispensable en la activaciéon
de los genes FKS2 y PMCL1 en ERE inducido con Tm.

La ausencia de la subunidad catalitica Cna2 no afecta la expresion de los genes
FKS2 y PMC1 en ERE y estrés por CaCls.

La via Ca?*/Calcineurina es independinete de la UPR durante un estrés inducido con
Tm.

PERSPECTIVAS

Disectar el promotor de FKS2 y determinar su mecanismo de regulacién
dependiente de Skn7.

Definir si la regulaciéon del promotor FKS2 depende de la unién directa de Skn7 o
esta mediada por Crzl.

Determinar el transcriptoma dependiente de los factores Crz1 y Skn7 en condiciones
de estrés inducido con Tmy de estrés por Ca?*.

Determinar si el incremento de Ca?* citosdlico induce la actividad transcripcional de
Skn7.

Definir los elementos epistaticos a Skn7 de la via de respuesta a Ca?*.

Determinar los dominios de Skn7 necesarios para su activacion directa o indirecta

por el incremento de Ca?".
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12. ANEXO

Tabla 4. Desoxioligonucleoétidos utilizados en la amplificacion de productos por PCR.

Primer Secuencia 5" -----3’

lacZFW TCTAGAATGACTAAATCTCATTCAGAAG

lacZRV CAGCTGAATAAAAACTGTGGTCTGGT

Cnbl//[FW GAATCCATAGAAGCATTTTTATTTCTTAAAATGGAGGCCCAGAAT
ACCCTCCTTGACAGT

Natl //RV AGCCGCCAAAATGGGATATACATTC

Cnb1FW AACTTAACAGGGGTGCGGC

Tabla 5. Plasmidos empleados

Plasmido Referencia

pGEM-T Easy Vector Promega

pGEM-lacZ Este trabajo
PGEM-PFKS2 Olivares (no publicado)
pGEM-PMC1 Olivares (no publicado)
pGEM-PGDT1 Olivares (no publicado)
YEp352-PFKS2-lacZ Este trabajo
YEp352-PPMC1-lacZ Este trabajo
YEp352-PGDT1-lacZ Este trabajo

pSH18 Estojak et al., 1995
pAG25 Goldstein et al., 1999
YEp352 Hill et al., 1996
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