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SUMARI

Les proteines de senyalitzacio de tipus MAPK han estat ampliament estudiades per la seva
implicacio en processos de canvi de la fisiologia cel-lular. Les MAP cinases que responen
a estres s’anomenen SAPK i son d’especial importancia perqué estan implicades en
processos d’apoptosi i inflamacio, essent en nombroses ocasions mecanismes de patologia
molecular. Per aquest motiu és interessant estudiar els processos d’activacio i resposta
de les vies de les SAPKs. Un dels punts de control en aquestes vies de senyalitzacio és
el transport nucleocitoplasmatic d’aquestes proteines, ja que aquest és un pas essencial
per generar grans canvis en la fisiologia cel-lular. En aquest treball hem identificat
i caracteritzat un component del porus nuclear essencial per a I’adaptacio a estres
osmotic: la nucleoporina Nup188.
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INTRODUCCIO

SAPK (stress activated protein kinase) és
un terme que s’usa per a designar les pro-
teines de tipus MAP cinasa que responen
a estres, per tant son cinases implicades
en rutes de transduccio de senyals que
modulen la fisiologia cellular per tal

d’adaptar-se a I’estrés. En mamifers, les
principals SAPKs son JNK i p38, que
regulen I’apoptosi i la resposta inflama-
toria. Per tant, entendre els mecanismes
d’activaci6 1 de resposta pot generar
noves dianes per malalties com 1’artritis
reumatoide, I’asma, les malalties autoin-
munitaries o fins i tot pel cancer (1).

Wt HA-Hog 0
#NaCl(min) 0 5 15 30
a-P-Hog1 — —
A-HA o e e - °
Pbs2A HA-Hog
+NaCl(min) 0 5 15 30 15
a-P-Hog1
GHA - ——— 30

Fluorescéncia

Atesos els coneguts avantatges que supo-
sa treballar amb llevats, en el nostre la-
boratori estudiem la SAP cinasa Hogl de
Saccharomyces cereviseae, que és homo-
loga a p38, fins al punt que p38 comple-
menta totalment una soca hoglA. La via
de Hogl té dues branques d’activacio, la
de I’osmosensor Sinl i la branca de Shol.

Wt GFP-Hog

Nomarski

Figura 1. Analisi de la cinetica d’activacié de la via de Hogl. Les soques amb HA-Hogl, Pbs2A HA-Hogl i GFP-Hogl es van fer créixer fins
arribar a la fase exponencial. Posteriorment es va produir un estrés de 0.4M NaCl i es van recollir les cél lules als temps indicats. D’una banda es
va fer analisi per western blot de les soques amb HA-Hogl i de altra es van prendre les fotos de la soca amb GFP-Hogl.

YPD 0.6 M NaCl
YPD 1 M NaCl

Figura 2. Analisi de la capacitat de creixement en medis hiperosmotics. Les cél lules es van
fer créixer fins a fase exponencial (OD=0.8), posteriorment es van diluir a OD=0.025, i es van
sembrar en els diferents medis 2ul de cada soca.
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Aquestes dues branques donen lloc a
I’activacio, per fosforilacio, de la MA-
PKK de Hogl, Pbs2, que fosforila Hogl
(2). Per tant, la via de Hogl respon prin-
cipalment a estrés osmotic i als 5 minuts
de I’estres veiem com la SAPK es fosfo-
rila. A més, al mateix temps la localitza-
ci6 al nucli és maxima (Fig 1).

El porus nuclear és una estructura protei-
ca composta aproximadament per unes
30 proteines diferents i esta implicat tant
en el transport de proteines com en el de
RNA. Pel que fa a la seva localitzacio,



es distingeixen tres tipus de nucleopo-
rines: les simeétriques, les nuclears i les
citoplasmatiques, mentre que fisiologi-
cament en trobem dos tipus: les FG nups
i les no-FG nups. S’anomenen FG nups
perqueé tenen repeticions de Phe i Gly que
constitueixen els dominis d’acoblament
d’importines i exportines (3). Tenint en
compte aquesta classificacio, el model
de transport proposat es basa en I’afinitat
diferencial de les proteines transportado-
res per les nucleoporines asimétriques.

De tots els mecanismes de transport co-
neguts (4) vam pensar que el més apro-
piat seria un mecanisme independent de
transportador, degut a la necessitat que
la resposta sigui rapida, ja que d’aques-
ta manera Hogl no ha de competir amb
altres proteines per la font d’importines
de la cel'lula. De fet, ja s’ha demostrat
que la MAPK Erk?2 es concentra al nucli
a través d’un mecanisme independent de
transportador, mitjangant la seva uni6 di-
recta a la nucleoporina Nup153 (5).

MATERIALS 1 METODES

Les soques s’han generat truncant per re-
combinacio els ORFs desitjats de la soca
BY4741. Per tal de visualitzar la localit-
zaci6 subcel-lular de Hogl s’ha utilitzat
un plasmid pRS416 amb la construccid
GFP-Hogl, GFP o GFP-HoglTAYA i
un microscopi de fluorescéncia Nikon
Eclipse E600 a 100 augments. Les imat-
ges s’han obtingut amb una camera Orca
II Dual Scan Cooled CCD (Hamamatsu)
i el software de captura d’imatges ha es-
tat I’ Aquacosmos 2.0.

RESULTATS

Per tal d’identificar els components del
porus nuclear essencials per al transport
de Hogl, es van analitzar un seguit de
garbellaments (screenings) fets sobre so-
ques delecionades, cadascuna en un gen,
per tots i cada un dels gens del llevat. Els
garbellaments analitzaven el creixement
i ’activitat transcripcional en medis hi-
perosmotics. D’aquestes analisis vam ex-

treure una série de components del porus
nuclear que, si estaven delecionats, pro-
duien anomalies en el correcte funciona-
ment de la via. Les soques seleccionades
van ser NUP188A, NUP170A, NUP&4A,
NUP60A, NUP133A i KAPI20A (im-
portina).

+ NacCl

L’analisi detallada d’aquestes soques va
mostrar que una soca de llevat deficient
en Nup188 és incapag de créixer en un
medi hiperosmotic (1M NacCl) (Fig. 2.C)
mentre que en medis amb menys concen-
tracié de NaCl (0,6M NaCl) les cel-lules
podien adaptar-se (Fig. 2.B). Aix0 ens

5 min

Nup60A

Nup84A

Nup133A

Nup170A

Nup188A

Wt GFP

Wt GFP.
Hog1TAYA

7 B

" o
Al s fa i ]
AR

Fluorescéncia

Nomarski

Fluorescéncia Nomarski

Figura 3. Analisi de la localitzacié de GFP-Hogl. Les cél lules es van fer créixer fins a fase exponencial
(OD=0.8), posteriorment es van fer les fotos a temps 0 i es van estressar els cultius a 0.4M NaCl.
Als 5 minuts de I'estrés es van prendre les fotos a temps 5. En totes les soques veiem la construccio
GFP-Hogl excepte en els controls negatius (GFP i GFP-HoglTAYA). Aquests controls no tenen la

fluorescencia localitzada al nucli en resposta a I'estres.
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Figura 4. Recompte de cél lules amb diferents patrons de localitzacié de GFP-Hogl. Es van comptar
cel lules en fase exponencial als temps indicats despres de Pestreés en funcié del patré de localitzacié de

GFP-Hogl. Els resultats s’han obtingut de tres experiments independents.

indica que la via és operativa pero falla a
I’hora d’adaptar-se a estressos extrems.

L’analisi de la localitzacio de GFP-Hogl
en les soques seleccionades va mostrar
un patré de localitzacié nuclear en res-
posta a estrés osmotic (5 minuts a 0,4M
NaCl) també en la soca Nup188A (Fig.
3), amb qué a més es va realitzar un re-
compte de cel-lules amb GFP-Hogl al
nucli que va demostrar significativament
que en resposta a estrés la proteina de
fusi6 GFP-Hogl es localitza predomi-
nantment al nucli en un fons Nup188A
de forma similar a ’observat en la soca
salvatge (Fig. 4). Com a controls es van
utilitzar la localitzaci6 de GFP i GFP-
HoglTAYA en resposta a NaCl. Hog-
1TAYA és un mutant de Hog1 que té mu-
tades la Tre i la Tyr que son fosforilades
per Pbs2, a Ala. Per tant aquest mutant
no pot activar Hogl.

Ja que la localitzacioé no estava alterada en
una soca que era clarament osmosensible
(Fig. 5) vam decidir analitzar el compor-
tament de la via a d’altres nivells.

La cinética de fosforilacio de Hogl en un
fons Nup188A és completament correcta
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Nup188 A

Wt

(Fig 6) i I’activitat transcripcional es veu
lleugerament disminuida només per al-
guns gens de resposta purament a estrés
osmotic com és el cas de STL1, mentre
que amb GRE2 i CTT1 no es veuen can-
vis (Fig 7). Aix0 ens pot fer pensar que
Nup188 és necessaria entre els processos
de fosforilacio i transcripcio.

Discussio

A partir de tots els experiments realit-
zats podem afirmar que la Nup188 és
necessaria per a 1’osmoadaptacié de
forma especifica, perd que la localit-
zacio de Hogl no se’n veu afectada,
per tant podem dir que no és essencial
per al transport nucleocitoplasmatic
de la SAP cinasa. Analitzant la funci-
onalitat de la via en altres nivells hem
vist que la fosforilaci6 de Hogl és
completament normal, i la transcrip-
ci6 cau només per STL1, mentre que

YPD 1M NaCl

Figura 5. Fenotip d’osmosensibilitat en placa. Les cél lules es van fer créixer en plaques de YPD o YPD
1M NaCl i el dia segiient es van picar colonies per a fer les fotos.




GRE2 i CTT1 no estan afectats. La
transcripcio de STL1 depén del factor
de transcripcié Hotl, que és especific
d’estrés osmotic, mentre que GRE2 i
CTT1 depenen d’altres factors i son
gens que responen també a estrés oxi-
datiu i estrés térmic (6 1 7).

Per tant podria ser que es produis un de-
fecte en el transport de RNAm especific
d’estres, 1 per aquest motiu la cél-lula
falla a I’hora adaptar-se a estressos ex-
trems. Anant més enlla, i pel fet que no-
més gens molt especifics d’estres osmo-
tic es veuen afectats, podriem pensar que

Wt HA-Hog1
+0.4M NaCl 0 5§ 15
a-P-Hog1 — e
a-HA

Nup188A HA-Hog1
30 0 5 15 30
— ——

———— — ——

Figura 6. Analisi per western blot de la cinética de fosforilacié de Hogl en un fons Nup188 A. Les

cel lules es van fer créixer fins a fase exponencial, posteriorment es van estressar amb 0.4M NaCli es van
recollir als temps indicats. Els extractes proteics de les cel lules es van analitzar per western blot.

Wi PBS24 NUP7884

0 15 30 0 15 30 0 15 30
STL1 - -
GRE? —-- e -—
o .

P mml man

Figura 7. Analisi per northern blot de la transcripcié de gens de resposta a estrés en un fons Nup188A. Les
cel lules es van fer créixer fins a fase exponencial, posteriorment es van estressar amb 0.4M NaCl i es van

recollir als temps indicats per realitzar 'analisi per northern blot.

Nupl88 pot ser necessaria per regular
el porus nuclear i prioritzar el transport
de certs RNAm de forma dependent de
Hogl. Es comprensible pensar que du-
rant un estrés important els mecanismes
de resposta han de competir amb d’altres
processos i per tant s’han de prioritzar
al maxim per tal d’assegurar la supervi-
vencia cellular. Per tant, el que podria
passar és que hi hagi components del
porus nuclear que estan permanentment
preparats per transportar aquests RNAm
i d’aquesta forma la ceél-lula assegura una
via de transport sense competéncia.
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