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Resumen

Las células deben poder proteger y mantener su homeostasis frente a la variabilidad de las condiciones
externas. La levadura Saccharomyces cerevisiae ha desarrollado sistemas de deteccién y redes de
sefalizacion complejas para responder de manera eficiente a variaciones repentinas y frecuentes del
medio como pueden ser fluctuaciones de temperatura, osmolaridad, acidez del ambiente, presencia de
toxinas o periodos escasez nutricional. La transmision de sefales celulares requiere de interacciones
moleculares reguladas en espacial y temporalmente. El circuito de sefializacion cAMP-Proteina quinasa
A (PKA) se encuentra entre las vias mas estudiadas involucradas en la coordinacion precisa de las
respuestas celulares a diversos estimulos. En levaduras, la glucosa extracelular y una variedad de
sefales relacionadas con el crecimiento y estrés regulan los niveles intracelulares de AMPc que
modulan la actividad de la PKA, que a su vez regula diferentes procesos celulares. La sefalizacion
cAMP-PKA requiere una especificidad que permite lograr la respuesta adecuada a cada estimulo. En
esta revision se discutiran mecanismos moleculares que estan involucrados en el establecimiento de la
especificidad en la via de sefalizaciéon cAMP-PKA en S. cerevisiae.
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Summary

Cells must be able to protect and maintain their homeostasis against the variability of external conditions.
The yeast Saccharomyces cerevisiae has developed has developed sensing systems and complex
signaling networks to efficiently respond to sudden and frequent variations in the environment such as
fluctuations in temperature, osmolarity, acidity of the environment, presence of toxins or periods of
nutritional starvation. Cellular signal transmission requires spatially and temporally regulated molecular
interactions. The cAMP-Protein Kinase A (PKA) signaling circuit is among the most studied pathways
involved in the precise coordination of cellular responses to various stimuli. In yeast, extracellular
glucose, and a variety of growth- and stress-related signals regulate intracellular levels of cAMP that
modulate PKA activity, which in turn regulates different cellular processes. cAMP-PKA signaling requires
a specificity that makes it possible to achieve the appropriate response to each stimulus. In this review
we will discuss molecular mechanisms that are involved in the establishment of specificity in the cAMP-
PKA signaling pathway in S. cerevisiae.
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Introduccién

Las células detectan estimulos extracelulares para ajustar los procesos intracelulares de manera
apropiada a esos cambios y mantener la homeostasis celular. Por lo tanto, la clave es garantizar que las



sefales sean especificas y sujetas a un estricto control [1-3]. En la mayoria de los casos, las células
responden a los cambios ambientales mediante la accion de cascadas de enzimas. El control espacial y
temporal de la transduccién de sefiales se logra con frecuencia mediante la compartimentacién de los
efectores intracelulares a través proteinas de anclaje [4].

En muchos casos, la senal reconocida por un receptor desencadena la sintesis de un segundo
mensajero que a su vez controla la actividad de las quinasas. Estas quinasas fosforilan los sustratos
blanco. Un ejemplo ampliamente conocido de un segundo mensajero es el AMPc, que activa la Proteina
Quinasa dependiente de AMPc (PKA) [5,6].

La PKA en Saccharomyces cerevisiae es un tetramero compuesto por dos subunidades regulatorias y
dos subunidades cataliticas. La subunidad regulatoria de unién de cAMP esté codificada por un solo gen
BCY1, mientras que las subunidades cataliticas estan codificadas por los genes TPK1, TPK2 y TPK3 [7].
En ausencia de cAMP, el dimero Bcy1 se une a dos subunidades cataliticas (Tpk) y la enzima esté en
estado inactivo. La sefializacion de cAMP-PKA en S. cereviciae [8,9] controla una variedad de procesos
celulares esenciales asociados con el crecimiento fermentativo, la entrada en la fase estacionaria, las
respuestas al estrés y las vias de desarrollo [10-12]. Dos estimulos principalmente inducen la sintesis de
AMPc en la levadura: los azucares fermentables extracelulares y acidificaciéon intracelular [13]. El
aumento que se produce en los niveles de AMPc intracelulares produce la consiguiente activacion de
PKA.

Considerando el papel pleiotrépico de la via de senalizacion de cAMP-PKA en S. cerevisiae, una
pregunta importante es como se logra la especificidad, es decir, como la célula asegura la fosforilacion
del sustrato correcto cuando la célula esta sometida a diferentes estimulos que desencadenan la
produccion de cAMP como segundo mensajero unico.

Aunque las tres isoformas de Tpk demostraron ser funcionalmente redundantes para la viabilidad celular,
se han descripto funciones especificas para cada una [14-18]. La especificidad del sustrato para Tpk1,
Tpk2 y Tpk3 no parece depender de los residuos presentes en la secuencia alrededor del sitio de
fosforilacion ni de una diferencia en la constante catalitica (Kcat) para cada isoforma, aunque el sustrato
si tiene un papel importante en la activaciéon de la holoenzima [19,20].

Deben existir, por lo tanto, otras estrategias celulares que intervienen para determinar la especificidad de
la sefalizacion de PKA en S. cerevisiae.

Esta revisidn se centrara en discutir las estrategias que en nuestro laboratorio hemos estudiado durante
los ultimos afios y que contribuyen en determinar la especificidad de la sefalizacion de cAMP-PKA en S.
cerevisiae.

Anclaje de PKA a través de proteinas que hacen interaccién con la subunidad Regulatoria Bcy1

La subunidad regulatoria (R) es una proteina que posee en el extremo C-terminal dos dominios de unién
a AMPc altamente conservados, y un dominio N-terminal mas variable que esta involucrado en la
dimerizacion y anclaje (DD) [21]. En los mamiferos, existen dos formas de la holoenzima PKA, PKAI y
PKAII, formadas por las isoformas Rl o Rl (subclasificadas en subtipos Rla, RIB, Rlla y RIIB) [6,22,23].
Las subunidades R dirigen la holoenzima a compartimentos subcelulares definidos a través de la
interaccion de su dominio DD con las AKAP (Proteinas de Anclaje de la Quinasa A) [24,25]. Las
proteinas AKAP de mamiferos se unen a través de una a-hélice anfipatica (14-18 residuos) con alta
afinidad a una superficie hidrofdbica en los dominios DD diméricos [26,27].

Las proteinas AKAP se subdividen en tres clases: especificas de RI, especificas de RIl o de
especificidad dual (se unen tanto a Rl como a RIl) [28]. Las primeras descriptas fueron aquellas que se
unen a la subunidad RIl y aunque, las holoenzimas PKAI se encuentran normalmente en la fraccion
soluble de la célula pueden unirse a las AKAP especificas de Rl o aquellas AKAP con especificidad dual.



Hay trabajos de revision que detallan los mecanismos involucrados para restringir espacial y
temporalmente los eventos de fosforilacion de PKA en mamiferos [24,25,29]

Nuestro laboratorio ha trabajado en los Ultimos afios en encontrar proteinas de anclaje en S. cerevisiae y
caracterizar como es el mecanismo molecular que determina la localizacién de la PKA en este
organismo modelo.

La subunidad Bcy1 posee la estructura clasica de dominios de las subunidades R como se puede ver en
la Figura 1 A, con los dominios de unién de AMPc y el DD

A

B
H.sapiens Rla 13 SLRECELYVQKHNIQALEKDSINQLETARPERPMAFEREYFE - REEKEEAKQIQN 66
H.sapiens RIB 13 SLKGCELYVQLHGIQQVLKDCINMHLEISKPERPMKFLREHFE - KLEKEENRQILA 66
B.taurus RIa 12 SLRECELYVQKHNIQALLKDSINQLCTARPERPMAFLREYFE -KLEKEEAKQIQN 65
H.sapiens RIIa 1 =eme- SHIQIPPGLTELLQGY TWEVLRQQPPDLVEFAVEYFT-RLREARAPASVL 49
H.sapiens RIIf 1 ceee- MSIEIPAGLTELLOGFTVEVLRHOPADLLEFALQHFT -RLQQENERKGTA 49
R.norvegicus RIIa 1 ----- SHIQIPPGLTELLQGYTVEVLRQQPPDLVDFAVEYFT-RLREARRQESDS 49
S.cerevisiae (Bcyl) 1 MYSSEPKESQAELQLFQNEINAANPSDELQFSANYFNKRLEQORAFLKAR 50

Figura 1: Estructura de dominios de subunidad Bcy1 y secuencia de aa de dominio DD. (A) representacion a modo
de esquema de los dominios presentes en la subunidad Bcyl de PKA de S. cerevisiae. D/D: Dominio de
Dimerizacion y Anclaje (del Inglés Docking Dimerization Domain); CBD: Dominio de unién de AMPc (del Ingles
cAMP Binding Domain). (B) Analisis de secuencias multiple del dominio DD. Residuos conservados hidrofébicos
marcados en gris. (Adaptado de Bardeci G. N 2016)

Hemos podido demostrar que este mecanismo es diferente al descripto en mamiferos. En contraste con
a lo que ocurre con la PKA de eucariotas superiores, la localizacién de Bcy1 es dinamica y responde a
las condiciones nutricionales ambientales [30,31]. Recientemente hemos demostrado que Bcy1 existe
como una subunidad R homotetramérica, un estado oligomérico que nunca antes se habia reportado en
otros organismos [32]. Sin embargo, el extremo N-terminal de Bcy1 exhibe el motivo clasico de hélice-
giro-hélice y se conservan los residuos clave para la dimerizacién presentes en un dominio DD canénico
similar a Rlla [32,33] (Fig.1B).

Varias proteinas que hacen interaccion con Bcy1 en forma dependiente de su extremo N terminal han
sido descriptas. La primera reportada fue Zds1, identificada utilizando un analisis de doble hibrido de
levadura, utilizando el dominio N-terminal de Bcy1 como carnada. Se demostrd que la proteina Zds1
regula la localizacion citoplasmica de Bcy1 [34]. También se ha demostrado que la fosforilacion de dos
grupos de residuos de serina ubicados en la region N-terminal de Bcy1 es necesaria para determinar su
localizacion citoplasmica cuando las células estdn en un medio de cultivo sin glucosa [34]. La
fosforilacién del grupo Il de serinas aumenta la afinidad de la interaccion entre Bcy1 y Zds1, lo que
resulta en la retencion de Bey1 en el citoplasma [34].

En nuestro laboratorio, posteriormente, se identificaron a Eno2 (Enolasa IlI), Hsp60 (Chaperonina
mitocondrial) e Ira2 (Proteina Activadora de RAS GTPasa) como proteinas que interactian con Bcy1
utilizando un abordaje protedmico basado en espectrometria de masa junto con un analisis
bioinformatico [20]. Se demostré también la relevancia fisiologica de las interacciones de Ira 2 y Hsp60
con Bey1. Ira2 media la uniéon de PKA al complejo Ras, conocido regulador de los niveles de AMPc en la
levadura [35], mientras que la chaperona Hsp60 facilita la localizacion de la holoenzima PKA en las
mitocondrias y proporciona estabilidad a las subunidades cataliticas [20]. Avanzando en nuestro estudio,
se predijo el dominio de interaccién en las proteinas de union a Bcy1 mediante analisis bioinformatico.
Se demostré que péptidos disefiados a partir de estas predicciones pueden unir Bey1. Sin embargo, los
péptidos de unién muestran caracteristicas moleculares diferentes al dominio AKAP canénico. En una
interaccion clasica DD-AKAP, los residuos hidrofobicos son criticos [26,27,36,37]. Sin embargo, en la



interaccién péptido Ira2-Bcy1 solo los aminoacidos cargados positivamente fueron esenciales [20]. Con
posterioridad en el laboratorio se pudo lograr la cristalizacion del dominio DD, el analisis estructural de
los cristales del dominio DD tetramérico de Bcy1 proporciono no solo informacién sobre los
determinantes de la oligomerizacién de estas subunidades, sino también permitié inferir qué residuos
cargados negativamente en la superficie de Bcy1 podrian estar participando en la interacciéon con el
péptido Ira2 (Gonzalez Bardeci N., comunicacion personal).

Transcriptional regulation of the protein kinase A subunits in Saccharomyces cerevisiae

En mamiferos, hay muchos trabajos que describen la regulacién transcripcional y post-transcripcional
que regulan los niveles de expresion de las subunidades R y C. Se ha demostrado que las isoformas
Ca, CB, Rla, RIB, Rlla y RIIB se expresan segun las etapas de desarrollo, de diferenciaciéon y también
son especificas de tejido. [38-43]. Varios estudios demostraron que el AMPc tiene efecto a nivel
transcripcional y postranscripcional sobre el ARNm, como asi también sobre la estabilidad de la proteina
de las subunidades después de la disociacion de la holoenzima [44-47]. Todos estos mecanismos
contribuyen a para que existan diferentes niveles de las distintas isoformas de C y/o R, y se conformen
distintas holoenzimas.

En S. cerevisiae, la situacién no es muy diferente dado que en distintas condiciones hay expresion
diferencial de las distintas isoformas de cada subunidad. Se ha demostrado por estudios
transcriptomicos que la expresion de los genes TPK1, TPK2, TPK3 y BCY1 esta regulada positivamente
en respuesta al estrés térmico y salino, [48-52]. La alta actividad de PKA en la levadura se asocia con
varios fenotipos, uno de ellos es la baja resistencia al estrés debido a la represién de genes que estan
bajo el control del elemento de respuesta al estrés (STRE) y los factores de transcripcion Msn2/4. La
baja actividad de PKA por el contrario, conduce a fenotipos opuestos que desencadenan la regulacién
positiva de los genes controlados por STRE vy, por lo tanto, resulta en una alta resistencia al estrés [53].
Aparentemente, existe una contradiccion ya que la transcripcion de las subunidades de PKA se estimula
en respuesta al estrés, pero una mayor actividad de PKA conduce a una menor resistencia a esta
situacion adversa. Al analizar los niveles de proteina Tpk1 frente al estrés térmico hemos observado la
falta de aumento en los niveles proteicos, con la resultante falta de correlacién con el aumento en la
actividad transcripcional del promotor [54, Cafionero Comunicacion personal]. Estos resultados indicaron
un mecanismo complejo de regulacién de la expresion de subunidades de PKA.

Trabajos de nuestro laboratorio demuestran la expresion diferencial de las subunidades de PKA durante
diferentes condiciones como el crecimiento en presencia de glucosa o glicerol como fuentes de carbono
[55]. Los niveles de expresién de proteinas de cada Tpk son diferentes y cambian de niveles bajos bajo
metabolismo fermentativo a niveles mas altos durante el cambio a metabolismo no fermentativo
asociado con la fase estacionaria [31].

Pautasso y colaboradores han demostrado que los promotores de todos los genes que codifican las
subunidades de PKA, TPK1, TPK2, TPK3 y BCY1, estan regulados negativamente por la misma
actividad de PKA en un mecanismo autorregulatorio isoforma dependiente. Cada subunidad catalitica
tiene un efecto negativo sobre la actividad los promotores de cada subunidad. Sin embargo, Tpk2 es la
isoforma con mayor efecto inhibidor sobre los promotores TPK1 y TPKS3, pero a su vez carece de
inhibicién hacia su propio promotor [54].
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Figura 2: La estructura de la cromatina del promotor TPK1 cambia con el estrés termico. INO80 y RSC son
esenciales para mantener una estructura de cromatina represiva del promotor TPK1, los factores de transcripcion
Msn2/4 estan precargados en el elemento STRE mas accesible del promotor TPK1 y probablemente en el segundo
sitio. SWI/SNF se recluta dependiente de Msn2/4 y remodela la cromatina. Durante el estrés, Msn2/4 se libera del
promotor TPK1 y Sok2 se recluta junto con Gis1 [54]. Las isoformas cataliticas Tpk1 y Tpk2 de PKA se unen al
promotor TPK1 con patrones de asociacion especulares durante el estrés térmico. Tpk1 es necesaria para el
remodelado de la cromatina durante el estres y Tpk2 para mantener una conformacién represiva. (Adaptado de
Reca 2020)

Durante condiciones de estrés, térmico y osmético, el promotor TPK1 es el Unico de los promotores de la
subunidad PKA que esta regulado positivamente. Este promotor presenta tres nucleosomas
posicionados que se pierden cuando la célula es sometida a estrés. Este remodelado de la cromatina en
el promotor TPK1 correlaciona con la induccién de actividad del promotor y del aumento de los niveles
de ARNm de TPK1 [54, 56]. Hemos demostrado que la quinasa Rim15 y los factores de transcripcion
Msn2/4, Gis1y Sok2 estan involucrados en la regulacion positiva de TPK1 durante el estrés térmico [54].
Los remodeladores RSC e INO80 son necesarios para el posicionamiento de los nucleosomas,
contribuyendo a la represion de TPK1 en condiciones normales de crecimiento, mientras que SWI/SNF
juega un papel en la perdida de nucleosomas y la activacion del gen después del estrés térmico [56]. El
reclutamiento del complejo SWI/SNF tras el estrés depende de Msn2/4. Algo importante y llamativo que
también hemos demostrado es el reclutamiento de las subunidades Tpk1 y Tpk2 al promotor TPK1, las
cuales se reclutaron con patrones temporales opuestos tras el estrés térmico [56]. Ademas, mientras
que la actividad catalitica de Tpk1 es necesaria para el remodelado de la cromatina en el promotor
TPK1, las actividades de Tpk2 (y Tpk3) mantuvieron una conformacién de la cromatina represiva
inhibiendo la actividad del promotor [56]. Los resultados de este estudio revelaron un intrincado
mecanismo de regulacion por retroalimentacion de las diferentes subunidades de Tpk sobre el promotor
TPK1, unica subunidad que es regulada positivamente ante el estrés térmico a nivel transcripcional.
Estamos avanzando en los mecanismos de regulacion post-transcripcional que determinan la estabilidad
del ARNm, y los niveles proteicos de Tpk1.

Sintesis

La respuesta Unica a un estimulo determinado es lograda por la especificidad de la respuesta del camino
de sefializacion cAMP-PKA. Para lograr esa especificidad existe una interrelacion dinamica, concertada
y cooperativa de distintos niveles de control. En S. cerevisiae una estrategia celular es restringir la
localizaciéon de cada subunidad de Tpk en compartimentos subcelulares definidos por su interacciéon con
Bcy1, que interactia con proteinas anclaje. Aunque este mecanismo se parece al descripto para las
subunidades R de mamiferos, las caracteristicas del dominio de unién en las proteinas que hacen
interaccién a la subunidad regulatoria de la PKA de levadura son diferentes a las de las AKAPs
canénicas. Otro nivel de control en la especificidad cAMP-PKA es la regulacion de la expresiéon de cada
subunidad de PKA que demostré ser diferencial durante las fases de crecimiento, durante el crecimiento
fermentativo versus respiratorio y frente al estrés térmico o salino. El efecto combinado de cada uno de



estos niveles de control, operando simultaneamente, proporciona especificidad y un ajuste fino a la
respuesta de la sefalizacion cAMP-PKA.
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