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RESUMEN

Ante el desafio que representa un ambiente con condiciones fluctuantes, los
organismos han debido anteponerse y adaptarse desarrollando mecanismos para
mantener la homeostasis celular. El mantenimiento de la homeostasis depende de
los distintos caminos de sefalizacion que poseen las células, los cuales responden
a sefiales extracelulares indicativas del estado del ambiente y que desencadenan
distintas respuestas celulares.

En Saccharomyces cerevisiae, muchos de estos procesos celulares son
controlados por la via de la proteina quinasa A dependiente de AMP ciclico
(cAMP-PKA). La proteina quinasa A es una proteina tetramérica que controla la
respuesta fisioldgica celular luego del incremento de cAMP, frente a un estimulo
ambiental particular.

La PKA de levaduras es una holoenzima conformada por un homodimero de
subunidades regulatorias, codificadas por un unico gen, BCY7; y por dos
mondmeros de subunidades cataliticas, las cuales pueden estar codificadas por los
genes TPK1, TPK2, y TPKS3.

Frente a un determinado estimulo, la adenilato ciclasa es activada y provoca
un aumento en los niveles intracelulares de cAMP. El cAMP se une entonces a las
subunidades regulatorias de la PKA, causando la disociacion de la holoenzima y
liberando las subunidades cataliticas, las cuales son capaces de fosforilar distintos
sustratos. Sin embargo, la via de sefializacion de la PKA en levaduras tiene un rol
pleiotrépico. Surge entonces la pregunta de cdmo, frente a diferentes estimulos que
provocan la induccion de un unico segundo mensajero (CAMP), se produce la
fosforilacidon de los sustratos especificos necesarios para generar una respuesta
adecuada. La especificidad de la respuesta se logra a través de diferentes puntos
de regulacion, como por ejemplo el nivel de expresion de las subunidades cataliticas
y regulatorias de la holoenzima, lo cual permite variaciones en sus abundancias
relativas.

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado que frente al estrés térmico el
promotor de TPK7 aumenta su actividad y es regulado por los factores de
transcripcion Msn2/4, entre otros. Los niveles de mRNA de TPK1 también aumentan
en esta condicion, sin embargo los niveles de proteina permanecen constantes. En

las células eucariotas, el proceso de exportacion nuclear del mMRNA es crucial para



garantizar los niveles de expresion proteicos adecuados. El proceso de exportacidon
esta conectado con eventos rio arriba y rio abajo que regulan el destino del mMRNA
y, entre otros factores, las proteinas de union al RNA (RBPs) estan involucradas en
estos pasos. Ha sido demostrado que la RBP Mip6 juega un rol importante en la
exportacion nuclear de los mRNAs y en los niveles de expresion de los mRNAs
dependientes del factor de transcripcion Msn2/4. Ademas se comprobd que Mip6
interactia con distintos factores que participan en diferentes pasos de la
homeostasis del mMRNA.

El presente trabajo se enfoca en el rol de la proteina de uniéon al RNA Mip6,
involucrada en la exportacion de mRNAs, sobre la expresion de la subunidad
catalitica Tpk1. Nuestros resultados de genes reporteros indican que en la cepa
mutante mip6A no hay un aumento de la actividad del promotor TPK1 frente al
estrés térmico, como ocurre en la cepa salvaje; sin embargo, los niveles de mRNA
son mayores en la cepa mutante en ambas condiciones. Los niveles de proteina
Tpk1 en la mutante mip6A son menores que en la cepa salvaje en ambas
condiciones. Estos resultados indican un posible rol de la proteina Mip6 en la
regulacion de los niveles de mRNA de TPK7 y en la exportacion del mensajero.
Utilizando la técnica ChIP-gPCR observamos que Mip6 se encuentra en el promotor
TPK1 en condiciones normales de crecimiento y su reclutamiento se pierde frente al
estrés térmico siguiendo un patrén de unién similar al del factor de transcripcion
Msn2/4. En conjunto, nuestros resultados sugieren que Mip6 modula la expresion de

TPK1 a distintos niveles.



Role of RNA binding protein Mip6 in the expression regulation of TPK1 in
Saccharomyces cerevisiae

ABSTRACT

Faced with the challenge of an environment with fluctuating conditions,
organisms have overcome challenges and adapted, developing mechanisms to
maintain cellular homeostasis. The maintenance of homeostasis depends on
different signaling pathways that cells possess, which respond to extracellular
signals that indicate the state of the environment that trigger varied cellular
responses.

In Saccharomyces cerevisiae, many of these cellular processes are controlled
by cyclic AMP dependent protein kinase A pathway. Protein kinase A is a tetrameric
protein that controls the cellular physiological response after an increase in cAMP,
facing a particular environmental stimulus.

Yeast PKA holoenzyme is formed by an homodimer of regulatory subunits,
encoded by only one gene, BCY7; and by two monomers of catalytic subunits, which
are encoded by TPK1, TPK2 and TPK3 genes.

When responding to a certain stimulus, adenylate cyclase is activated and
provokes an increase in intracellular cyclic AMP. cAMP then binds to the regulatory
subunits of PKA, causing the dissociation of the holoenzyme and liberating the
catalytic subunits, which are capable of phosphorylating different substrates.
However, the PKA-cAMP pathway has a pleiotropic role. This raises the question of
how, reacting to different stimuli that cause the production of a single second
messenger (CAMP), specific substrates are phosphorylated in an adequate response
to the stimulus. Response specificity is accomplished through different regulation
points, for example, the level of expression of the catalytic and regulatory subunits of
the holoenzyme, which allows variations in their relative abundances.

Our group has demonstrated that, when facing thermal stress, the TPK1
promoter increases its activity and is regulated by the transcription factor Msn2/4,
among others. The TPK7 mRNA levels also increase in these conditions, however,
protein levels remain constant. In eukaryotic cells, nuclear mMRNA export is crucial to
guarantee adequate protein expression levels. This process is connected to
upstream and downstream events that regulate mRNA fate and, among other

factors, RNA binding proteins (RBPs) are involved in these steps. It has been



demonstrated that RBP Mip6 plays an important role in nuclear export and
expression levels of Msn2/4 dependent mRNAs. In addition, it was proven that Mip6
interacts with different factors that participate in several steps in the homeostasis of
mRNA.

The present work is focused on the role of RBP Mip6 on the expression of
catalytic subunit Tpk1. Our reporter gene assay results indicate that in mutant strain
mip6A there is no increase in the TPK1 promoter activity facing thermal stress,
unlike wild-type strains; however, mRNA levels are higher in the mutant strain in both
conditions. Protein Tpk1 levels in mutant mip6A are lower than in the wild-type strain
in both conditions. These results indicate a possible role for protein Mip6 in the
regulation of TPK7 mRNA levels, as well as export of the messenger. Using the
ChIP-gPCR technique we observed that Mip6 is recruited in TPK1 promoter in
normal growing conditions, and this recruitment is lost in thermal stress, following a
similar binding pattern to that of transcription factor Msn2/4. Altogether, these results

suggest that Mip6 modulates TPK1 expression at different levels.
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INTRODUCCION

Las células eucariotas son unidades dinamicas y cambiantes, como también lo
es el ambiente que estas habitan. Resulta, por lo tanto, imperativo a la
supervivencia de los organismos eucariotas unicelulares poseer la competencia de
adaptarse a las alteraciones que puedan presentarse.

Mientras que los organismos pluricelulares cuentan con tejidos y érganos
especializados con roles especificos en el mantenimiento de la homeostasis interna
del individuo, los organismos unicelulares, como Saccharomyces cerevisiae,
requieren de mecanismos autdbnomos para adaptarse, como los distintos caminos
de transduccién de sefnales (Gasch et al., 2000). Estas vias generan una respuesta
adecuada en base al estimulo que las activa, los cuales pueden ser tanto externos,
signos de las fluctuaciones del ambiente; como internos, reportando el estado
celular. Los caminos de sefializacion representan un mecanismo involucrado en
multiples procesos celulares y funciones especializadas que garantizan el correcto
funcionamiento celular (Pawson and Scott, 2010). La sefial desencadenante de la
via es integrada mediante una serie de modificaciones post-traduccionales y/o
conformacionales a las moléculas que componen el camino, generando en
consecuencia una respuesta que se manifiesta a nivel metabdlico, transcripcional u
organizacional, buscando mantener la homeostasis interna (Mager and De Kruijff,
1995).

1. Senalizacién mediada por cAMP-PKA

En S. cerevisiae, uno de los caminos de sefalizacion intracelular con mayor
importancia y altamente conservado en las células eucariotas, es aquel integrado
por la proteina quinasa A dependiente de AMP ciclico (cCAMP-PKA) (Portela and
Rossi, 2020).

La importancia de esta via radica en el control de multiples procesos celulares,
como aquellos asociados al crecimiento fermentativo, el metabolismo de
carbohidratos, la entrada a fase estacionaria y la respuesta general a estrés
(Gancedo, 2001; Santangelo, 2006; Thevelein and de Winde, 1999). La participacion
de la PKA en procesos tan variados sefala el rol pleiotrépico de la holoenzima en la
célula (Galello et al., 2014).


https://www.zotero.org/google-docs/?Va3vJ4
https://www.zotero.org/google-docs/?mAWytl
https://www.zotero.org/google-docs/?gCOzfX
https://www.zotero.org/google-docs/?gCOzfX
https://www.zotero.org/google-docs/?GJcNry
https://www.zotero.org/google-docs/?GJcNry
https://www.zotero.org/google-docs/?XI2jnd
https://www.zotero.org/google-docs/?GLQkSC

La PKA es una enzima tetramérica, que en su forma inactiva se encuentra
conformada por dos mondmeros de subunidades cataliticas y un homodimero de
subunidades regulatorias.

La activacion de esta enzima depende de la concentracion del segundo
mensajero adenosin monofosfato ciclico (CAMP) en el medio intracelular. Cuando la
concentracion de cAMP es baja, las subunidades cataliticas de la quinasa (C) y las
subunidades regulatorias (R) se mantienen unidas. A partir de un estimulo
determinado se produce la activacion de la enzima adenilato ciclasa (AC) que
cataliza la conversion de ATP en cAMP y pirofosfato, provocando un aumento en los
niveles intracelulares de cAMP. A cada subunidad regulatoria se le unen dos
moléculas de cAMP, dando lugar a un cambio conformacional que produce una
disminucién en la afinidad entre R y C. Como consecuencia, la holoenzima se
disocia, liberando a las subunidades cataliticas, ahora capaces de fosforilar a sus
proteinas blanco (Johnson et al., 1987; Taylor et al., 2008).

El modelo mas actual del mecanismo de activacion de la PKA propone que el
sustrato también participa en la activacion de la holoenzima (Figura 1) (Vigil et al.,
2004). Para que la subunidad C reconozca a sus sustratos proteicos es
imprescindible que estos presenten la secuencia consenso de reconocimiento
RRXS/TY, el cual consiste de dos residuos de arginina seguidos por un aminoacido
cualquiera, un residuo pequefo que precede al sitio fosfo-aceptor (una serina o
treonina) y un residuo hidrofébico voluminoso (Shabb, 2001).

La reaccion de fosforilacidon consiste en el agregado de uno o mas grupos
fosfato a las proteinas, lo que puede provocar cambios conformacionales que lleven
a la activaciéon o inactivacion de la actividad enzimatica de sus proteinas blanco. Por
esto, es uno de los mecanismos fundamentales en la transmisiéon de informacion en
un camino de sefalizacion (a través de la modificacion post-traduccional de

proteinas) (Galello et al., 2010).


https://www.zotero.org/google-docs/?jO4iyI
https://www.zotero.org/google-docs/?scKRpA
https://www.zotero.org/google-docs/?scKRpA
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A B c

®e
¢ e
5‘ o Tl L
PKA inactiva .
N\ f‘*-h‘.ﬁ
o) (I

PHKA activa

Figura 1: Mecanismo de activacion de PKA por cAMP. (A) Conformacién inactiva de la
holoenzima a bajas concentraciones de cAMP. (B) Union de dos moléculas de cAMP a cada
subunidad regulatoria y cambio conformacional de la holoenzima. (C) Unién al sustrato y
liberacion de las subunidades cataliticas.

En levaduras, las subunidades cataliticas estan codificadas por los genes
TPK1, TPK2 y TPK3 (Toda et al., 1987b), mientras que la subunidad regulatoria esta
codificada por el gen BCY1 (Johnson et al., 1987; Toda et al., 1987a). Si bien las
tres isoformas de las subunidades cataliticas de levaduras son funcionalmente
redundantes para la viabilidad (Mazon et al., 1993; Sonneborn et al., 2000; Toda et
al., 1987b; Zoller et al., 1988), cada una de ellas presenta funciones especificas en
diferentes procesos. Por ejemplo, se ha observado para Tpk2 un rol en la regulacion
de las modificaciones de histonas y en la autofagia (Yu et al., 2022), como también
un papel en la diferenciacion hacia el crecimiento pseudohifal (Pan and Heitman,
2002). Por otro lado, Tpk3 se ha asociado con la regulacién del contenido
enzimatico mitocondrial frente a la disminucién de la demanda energética celular
(Chevtzoff et al., 2005), y con la regulacion del factor represor de la expresion de
HXK2 (Palomino et al., 2006). Con respecto a Tpk1, se ha demostrado que esta
subunidad posee un rol regulatorio sobre la unién de extremos no homélogos, un
mecanismo de reparacion del DNA (Hooshyar et al., 2020; Jessulat et al., 2021).
También se ha visto que la estabilidad durante el estrés térmico de la enzima
trehalasa depende de la actividad de la subunidad catalitica Tpk1, junto con Tpk2
(Zahringer et al., 1998).
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https://www.zotero.org/google-docs/?6HuX5Q
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2. Especificidad de la via cAMP-PKA

Como se ha mencionado anteriormente, la proteina quinasa A afecta a una
amplia variedad de blancos en la célula. Por un lado, promueve mecanismos
asociados a la fermentacion y la proliferacion celular; por otro, impide procesos
relacionados con el metabolismo respiratorio lento y la fase estacionaria de
crecimiento, la acumulacion de reservas de carbohidratos como glucogeno, y la
tolerancia y adaptacion a factores causantes de estrés. Sus multiples funciones son
ejercidas mediante la fosforilacién directa de distintas proteinas, por lo que su rol
pleiotropico requiere de una regulacion muy precisa. Frente a esto, surge el
interrogante acerca de como se logra mantener la especificidad de accion de la
quinasa cuando varios estimulos diferentes desencadenan la produccion endoégena
de un mismo segundo mensajero, el cAMP.

La especificidad de la quinasa no estaria dada solamente por el
reconocimiento de la secuencia consenso en los sustratos (Galello et al., 2010; Mok
et al., 2010), sino también por la interrelacion dinamica de varios factores, a través
de distintos niveles de control. Uno de ellos es la regulacién de la localizaciéon
subcelular de la quinasa junto con sus sustratos en compartimentos subcelulares
definidos. En mamiferos, la compartimentalizacion y distribucidn diferencial de la
quinasa se logra a través de la interaccion de las subunidades R con las AKAPs
(Skalhegg and Tasken, 2000).

Estas moléculas poseen una triple funcién en la regulacién de la PKA: acercar
fisicamente a la holoenzima con sus sustratos, localizar el complejo
holoenzima-sustrato en compartimentos subcelulares especificos, asi como también
regular la actividad de la PKA a través de la interaccion con fosfodiesterasas (PDE)
(Baillie et al., 2005; Pidoux and Taskén, 2010). En levaduras se han identificado
proteinas de anclaje homdlogas a las AKAPs de mamiferos a las que PKA se une
mediante su subunidad Bcy1, permitiendo su localizacion en determinados
compartimentos subcelulares y su interaccion con sustratos especificos (Galello et
al., 2014). Sin embargo, una vez que las subunidades cataliticas se disocian de las
regulatorias, las primeras pierden su union a los complejos que formaba Bcy1 con
las proteinas de anclaje, que posibilitaban su localizacion. Es asi que la pregunta
acerca de como la via de senalizacion de PKA mantiene su especificidad, continua

sin respuesta.
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Otro punto clave de regulacion de la actividad de la PKA es el nivel de
expresion de sus subunidades Tpks y Bcy1, y como consecuencia la variacion en
sus abundancias relativas. Nuestro grupo demostré que la expresion de las Tpks
presenta bajos niveles durante el metabolismo fermentativo y estos niveles
aumentan durante fase estacionaria o metabolismo respiratorio. Ademas, se
determind la localizacion subcelular diferencial de cada subunidad en las distintas
fases de crecimiento de S. cerevisiae. Las isoformas Tpk2 y Tpk3, pero no Bcy1,
estdn asociadas a cuerpos de procesamiento del mRNA o P-bodies (PBs) y
granulos de estrés (SGs) durante fase estacionaria, y Tpk3 se acumula en PBs

durante hambreado de glucosa y estrés hiperosmotico (Barraza et al., 2017).

®PKA holoenzyme @

Subcellular targeting
domains

MO

Organelle

Figura 2: Representacion de una AKAP unida a la PKA. (1) PKA. (2) Organela o
compartimento celular target. (3) AKAP. Adaptada de Pidoux and Taskén, 2010.

Otro importante aspecto que influye en la especificidad de la via cAMP-PKA es
la regulacion transcripcional y post-transcripcional de las subunidades de la enzima.
Se verifico que en fase logaritmica el nivel de expresién relativo de cada gen es
diferente: el promotor TPK1 presenta el mayor nivel de actividad, seguido por TPK2.
Los promotores de TPK3 y BCY1 muestran niveles bajos de actividad, siendo menor
la de BCY1. Los niveles de mRNA (ARN mensajero) de cada subunidad fueron
concordantes con la actividad de sus promotores, excepto BCY1, cuyos niveles de
mensajero fueron tan abundantes como los de TPK1. Por otro lado, se determino
que existe un mecanismo de autorregulaciéon negativa isoforma-dependiente: los
cuatro promotores exhiben diferentes grados de induccién en ausencia de actividad
de la quinasa (Pautasso and Rossi, 2014). De esta forma, la regulacién diferencial
en la abundancia y localizacion de cada una de las subunidades de la PKA
constituye un componente mas que aporta al elevado grado de organizacion

espacio-temporal de la via de senalizacion.
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3. Respuesta a estrés en Saccharomyces cerevisiae

Frente a condiciones desfavorables que resultan en un estrés celular, las
levaduras deben poder adecuarse realizando cambios internos, los cuales pueden
ocurrir en distintos niveles. Fundamentalmente, hay respuestas masivas y rapidas
en la expresion génica (Gasch et al., 2000), que pueden, en consecuencia,
repercutir en toda la via biosintética que se desenvuelve rio abajo.

La especificidad de las subunidades cataliticas de la PKA es importante en la
respuesta celular a diferentes tipos de estrés (Creamer et al., 2022). Esto es asi ya
que, por ejemplo, se ha observado que la actividad de promotores inducidos en
estrés térmico como SSA3, UBI4, CTT1, y HSP12 son regulados negativamente por
la presencia de cAMP intracelular, es decir, por activacion de la PKA. Junto con
esto, se ha visto que levaduras mutantes con baja actividad de la PKA son
hiperresistentes al estrés térmico (Mager and De Kruijff, 1995). Esto parece indicar
un rol negativo de la PKA sobre la respuesta al estrés.

La actividad de los factores que estimulan la transcripcién de los genes
involucrados en la respuesta al estrés ambiental o general (ESR por environmental
stress response) es regulada por la fosforilacion mediada por la PKA, como es el
caso de los factores de transcripcion Msn2 y Msn4 (Boy-Marcotte et al., 1998;
Garreau et al., 2000; Gorner et al., 1998; Hasan et al., 2002; Smith et al., 1998).
Esta respuesta general se desencadena como resultado a diferentes tipos de estrés,
como por ejemplo, la falta de nutrientes, el estrés oxidativo y el estrés térmico, entre
otros (Causton et al., 2001).

El ESR representa un programa de expresidén génica masivo, en el cual los
genes target no necesariamente poseen un rol en la respuesta al estrés especifico
per se, sino que pueden mas bien poseer un rol protector frente a un futuro nuevo
estrés (Berry and Gasch, 2008). La respuesta desencadenada por el estrés térmico
en particular (HSR por Heat Shock Response) es un tipo de ESR gobernado por los
factores de transcripcion Hsf1 y Msn2/4.

Los genes MSN2 y MSN4 de S. cerevisiae son homoélogos, y las proteinas que
codifican, funcionalmente redundantes (Estruch and Carlson, 1993; Martinez-Pastor
et al., 1996), por lo que en este trabajo se mencionan como Msn2/4. Son proteinas
de unién al DNA que actuan como factores de transcripcion, reconociendo el

elemento de respuesta a estrés STRE (sfress response promoter element)
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(Martinez-Pastor et al., 1996; Schmitt and McEntee, 1996) y son parte central del
ESR.

Este programa de expresion inducido por Msn2/4 tiene un efecto negativo
sobre el crecimiento celular y positivo sobre el metabolismo de glucégeno (Smith et
al., 1998). Esto es asi ya que la reduccién del crecimiento y el aumento del
almacenamiento de nutrientes en macromoléculas como el glucégeno, resulta en
una ventaja adaptativa ante un estrés ambiental.

Durante el crecimiento exponencial, uno de los principales mecanismos de
inhibicibn de Msn2/4 se da por su localizacion citoplasmatica, mediante la
fosforilacion de su dominio de localizacion nuclear (NLS por nuclear localization
signal). Por el contrario, en condiciones de estrés se induce su desfosforilacion y
rapida re-localizacién al nucleo (Beck and Hall, 1999; Gorner et al., 2002, 1998). La
habilidad de estos factores de activar la transcripcion es regulada por multiples vias,
como las de TOR y cAMP-PKA, ya que afectan la localizacion, las interacciones y la
vida media de las proteinas (Inoki et al., 2005; Lee et al., 2013; Morano et al., 2012).

4. Requlacion de la expresion de la subunidad Tpk1 en estrés térmico

A pesar de que en estudios de transcriptomica se ha registrado que los cuatro
promotores de las subunidades de la PKA son regulados positivamente frente a
estrés (Causton et al., 2001; Gasch et al., 2000), nuestro grupo ha demostrado que
los promotores de TPK1, TPK2, TPK3 y BCY1 son regulados de manera negativa
por la actividad quinasa de la PKA y que sélo el promotor de TPK1 se activa frente a
condiciones de estrés térmico o salino (Pautasso and Rossi, 2014).

En condiciones normales de crecimiento, el promotor de TPK1 posee tres
nucleosomas posicionados, lo cual contribuye a la represién del gen. Se demostro
que los complejos INO80 y RSC son necesarios para el posicionamiento de los
nucleosomas en estas condiciones. Frente al estrés térmico, el complejo
remodelador de la cromatina SWI/SNF es reclutado al promotor TPK1 y los
nucleosomas son desplazados, permitiendo de este modo la activacion del promotor
y de los niveles de mMRNA (Reca et al., 2020). Esta regulacion positiva de TPK71 en
estrés térmico involucra la participacion de la quinasa Rim15 y los factores de

transcripcion Msn2/4, Gis1 y Sok2. El factor de transcripcion Msn2/4 se encuentra
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pre-cargado en el promotor de TPK1 en condiciones normales de crecimiento y esta

unidén se pierde en respuesta al estrés térmico (Pautasso and Rossi, 2014).

Normal

Heat-shock

Figura 3: Representacion esquematica del promotor de TPK17 donde se observan los
tres nucleosomas posicionados, y el reclutamiento del complejo remodelador SWI-SNF, y la
de Msn2/4, Sok2, Gis1y Tpk1. Adaptado de Reca et al., (2020).

También hemos demostrado que el reclutamiento de SWI/SNF depende de
Msn2/4 (Reca et al., 2020). EI modelo propuesto se representa en la Figura 3.

Existen evidencias que indican que la vida media del mMRNA de TPK1 aumenta
durante el estrés térmico y que existe una marcada disminucion en la sintesis
proteica durante condiciones de estrés (Pizzinga and Ashe, 2014). El mRNA de
TPK1 es arrestado en foci citoplasmaticos (que no son ni granulos de estrés ni
P-bodies, ya que los granulos conteniendo este mensajero son resistentes a
cicloheximida (Cafnonero et al., 2022). La separacion fisica entre los mensajeros y la
maquinaria traduccional en el citoplasma explica la reduccién en la sintesis proteica,
el arresto del mMRNA de TPK1, y el aumento de su vida media.

En contexto con los procesos post-transcripcionales, la exportaciéon de los
mRNAs del nucleo al citoplasma es un paso extremadamente importante en el
metabolismo de los genes, ya que en células eucariotas la transcripcidén ocurre en el
nucleo, pero la maquinaria traduccional se encuentra en el citoplasma de la célula
(Nifio et al., 2013). Esta separacion espacial permite una fina regulacién, debido a

que la exportacidon no ocurre por difusién pasiva, sino que es mediada por factores
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de exportacion que se aseguran que el mMRNA transportado sea maduro para evitar
sintesis de proteinas deletéreas (Nifio et al., 2013).

El interior del nucleo celular se encuentra separado fisicamente del citoplasma
por la envoltura nuclear, y el transporte de ribonucleoproteinas (mRNPs por
messenger ribonucleoprotein) a través de esta barrera es un mecanismo
fundamental, altamente regulado por las nucleoporinas del complejo del poro
nuclear (NPC por nuclear pore complex) (Nifio et al., 2013). El NPC es un gran
complejo proteico integrado por proteinas denominadas nucleoporinas vy
ensamblado en la envoltura nuclear. La estructura formada es un cilindro con un
canal central que permite la difusion pasiva de iones y macromoléculas de hasta
40kDA. En S. cerevisiae, las moléculas grandes que no pueden atravesar el poro
por difusion pasiva, como los mRNPs, son transportadas de manera activa a través
del canal con la ayuda del factor de exportacion de mRNA Mex67-Mtr2 (Nifo et al.,
2013; Santos-Rosa et al., 1998; Segref et al., 1997). Este receptor heterodimérico se
comporta como un componente movil del NPC, y lleva a cabo su funcién dentro del
canal central del mismo, donde se une a su cargo y facilita su transporte a través del
poro (Derrer et al., 2019). La union del complejo al cargo que transporta ocurre de
manera co-transcripcional (Dieppois et al., 2006) y es mediada por proteinas
adaptadoras, como Gbp2, Hrb1, Nab2 e Yra1 (Stewart, 2010).

Las proteinas adaptadoras son proteinas accesorias, usualmente proteinas de
unién al RNA (RBPs por RNA binding proteins) que, junto con el mRNA, conforman
la ribonucleoproteina (MmRNP por messenger ribonucleoprotein), la cual es
transportada por Mex67-Mtr2. Estas proteinas cumplen el rol de modular el
metabolismo, maduracion y la exportacién del mRNA al que se asocian (Lei et al.,
2001; Martin-Expdsito et al., 2019). Por ejemplo, Yra1l es una proteina adaptadora
esencial para la exportacion de los mRNAs, ya que se une de manera
co-transcripcional y recluta a Mex67-Mtr2 para su exportacion (Stewart, 2010). Se
observd que Yral no es indispensable en organismos como Drosophila
melanogaster y Caenorhabditis elegans, sino que Yra1l simplemente potencia la
interaccion entre Nab2, otra proteina adaptadora esencial para la exportacion de
mRNAs (lglesias et al., 2010). Por otro lado, Gbp2 y Hrb1 son proteinas que se
unen a los pre-mRNAs y al spliceosoma, supervisando el proceso de splicing; luego,
sobre los mRNAs correctamente procesados, promueven el reclutamiento del
complejo Mex67-Mtr2 (Hackmann et al., 2014).
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Una vez el mRNP ha atravesado el NPC, Mex67-Mtr2 se disocia del cargo, de
modo de evitar el reingreso de la particula al nucleo (Stewart, 2010). Sin embargo,
Mex67 no cumple funcidon sélo como factor de exportacion, sino que ademas
participa en el control de calidad de los mRNPs que exporta. Las proteinas
adaptadoras supervisan la calidad del RNA al cual se unen, y sélo permiten que
mMRNAs que han pasado este control interactien con Mex67, de modo que el
complejo de exportacion tiene también un rol como guardian en la calidad de
mensajeros (Hackmann et al., 2014; Zander et al., 2016) (Figura 4).

No obstante, en respuesta a estrés, Mex67 y las proteinas adaptadoras se
disocian de los mensajeros no involucrados en esta respuesta. De manera
excepcional, Mex67 interactua con los mRNA de respuesta a estrés sin necesidad
de proteinas adaptadoras; en consecuencia, no atravesaran un control de calidad.
Este mecanismo garantiza la rapida expresidon de genes involucrados en la
respuesta al estrés, a expensas de potenciales errores ignorados por la falta de
control. Se ha demostrado que en respuesta a estrés, Mex67 rapidamente se une a
transcriptos de genes gobernados por el factor de transcripcion Hsf1. Este factor de
transcripcion tiene la capacidad de reclutar otras moléculas importantes para la
transcripcion, por lo que se cree que recluta de manera directa a Mex67 a la
maquinaria transcripcional para su posterior cargado sobre los transcriptos

nacientes.
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Figura 4: Modelo de exportacion del mRNA. (1) Los transcriptos nacientes rapidamente
se asocian con factores de procesamiento que favorecen el capping del extremo 5, el
splicing, y el clivaje y poliadenilacién del extremo 3’, resultando en un complejo mRNP
maduro. (2) Yral se une al mRNP. (3) Se recluta el receptor de exportacion Mex67-Mtr2 a
través de Yral, y (4) el mRNP es dirigido al NPC. (5) Una vez liberado el mRNA al
citoplasma, los componentes de la mRNP son reciclados y vuelven al nucleo. Adaptado de
(Zenklusen and Stutz, 2001).

Como se menciond, las RBPs comunmente forman parte de la mRNPs. Estas
moléculas son centrales en el metabolismo de los mensajeros, ya que pueden
interferir en procesos tales como la traduccion, degradacion, estabilidad, ediciéon o
localizacion subcelular de los mMRNAs (Re et al., 2014). Por ejemplo, Np13 es una
RBP que modula la exportacion de mRNA (Lee et al., 1996), y Rna15 es una
subunidad del complejo CF1A que compone el factor de clivaje y poliadenilacion
CF1 (Gross and Moore, 2001). Ambas proteinas se cargan en el mRNA de manera
co-transcripcional y compiten por sitios de union del RNA naciente, lo que previene
el reconocimiento de sitios cripticos de poliadenilacién por parte de Rna15 (Perales

and Bentley, 2009).
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Una de las de las proteinas de union al RNA descripta recientemente que
compone el mMRNP del mRNA es Mip6 (Mex67 interacting protein 6), la cual participa
en la exportacion a través de su interaccién con Mex67, pero que también interactua
fisica o funcionalmente con muchos otros factores involucrados en el metabolismo
de los mRNAs, como Rrp6, Xrn1, Sgf73, Sus1 y Rpb1 (Martin-Expésito et al., 2019).
Rrp6 es una subunidad del Exosoma Nuclear, cuya funcidén es degradar transcriptos
inestables y no maduros. Sgf73 y Sus1 son proteinas que conforman el mddulo
DUB (desubiquitinante) del complejo SAGA, cuya funcién radica en estimular la
formacién del complejo de preiniciacion sobre el promotor de los genes al inicio de
la transcripcion y realizar modificaciones en las histonas de la cromatina que
favorezcan la transcripcion (Bonnet et al., 2014).

Xrn1 es una 5’-3’ exorribonucleasa citoplasmatica encargada de degradar
mRNAs que han perdido su CAP, y es clave para la tasa de recambio de RNA
(Jones et al., 2012). Por ultimo, Rpb1 es la subunidad mayor de la RNA Polimerasa
I, la transcriptasa principal en la sintesis de precursores de mRNA.

La interaccion de Mip6 con el factor de exportacion Mex67 es una interaccién
fisica directa entre el dominio UBA (Ubiquitin-associated domain) de Mex67 y el
RRM4 (RNA recognition motif) de Mip6 (Figura 5). La interaccién con Mex67 es
importante para que Mip6 pueda transportarse entre el nucleo y el citoplasma en un

fendmeno llamado shuttling (Martin-Expdsito et al., 2019).
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Figura 5: Esquema de la secuencia de aminoacidos de Mip6 y la localizacién de sus
sitios de unién al RNA (RRM: RNA recognition motif). Se destaca el motivo RRM4, que
interacciona con el dominio UBA de Mex67. Adaptado de Martin-Expdsito et al., 2019.
Durante la esporulacién, un proceso que en S. cerevisiae es desencadenado
por condiciones de hambreado, Mip6 es necesario para la expresion estable de
MRNAs que se transcriben al inicio de la meiosis, pero que son traducidos al final de
la meiosis Il, teniendo un papel en la regulacion al momento de su traduccion y
localizacion del mensajero (Jin et al., 2017). También, se registra para Mip6 un rol
especifico en el control metabdlico de la respuesta a estrés térmico, observando que

una mutante mip6A aumenta los niveles de expresién de genes involucrados en el
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camino metabdlico de la trehalosa en la condicion de estrés, lo que lleva a una
acumulacion del azucar inducida por el estrés térmico (Nufio-Cabanes et al., 2020).
Por otro lado, en condiciones normales de crecimiento, Mip6 posee funcion en
la atenuacion de la expresion de genes regulados por Msn2/4 (factor de
transcripcion clave en la ESR), mientras que frente a condiciones estresantes se
acumula en granulos de estrés (Martin-Expésito et al., 2019). Para que Mip6 pueda
ejercer su rol en la disminucion de la expresion de genes dependientes de Msn2/4
en condiciones normales de crecimiento, es necesaria la interaccion con Mex67.
Esto podria estar relacionado con el papel de Mex67 en el control de calidad de los
MRNA exportados. Ademas, analisis de metagendmica muestran un
enriquecimiento en el reclutamiento de Mip6 en el extremo 3’ de los mensajeros, un
perfil de unién a transcriptos similar al de factores proteicos que se unen de manera
co-transcripcional al mRNA (Martin-Expésito et al., 2019) como es el caso de
Mex67. Finalmente, el papel atenuante de Mip6 también podria relacionarse con la
interaccién de la RBP con Rrp6, Xrn1, Sgf73, Sus1 y Rpb1, ya que son proteinas
con funciones ya sea en la regulacién de la transcripcion o en la degradacion de los

mensajeros.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Durante el estrés térmico ocurre una regulacion coordinada de la abundancia
de los mRNAs, la traduccion, la localizacién y las tasas de turnover. Por lo tanto, la
regulacion de la transcripcion y la traduccion contribuyen al cambio en la expresion
en los genes de respuesta al estrés. En la regulacién post-transcripcional, la
exportacion, la localizacidon especifica y la compartimentalizacion del mRNA en el

citoplasma juegan un rol importante.

Hipétesis: La proteina Mip6 se une al mMRNA de TPK1 y contribuye a la regulacion
de su expresion durante el estrés térmico. Esta regulacion puede ser ejercida a

distintos niveles

1. A nivel transcripcional, por interaccion con el factor de transcripcion Msn2.

2. Através de la exportacion del mMRNA de TPK1.

Estos mecanismos contribuyen a la regulacidon de la expresion de las
subunidades de PKA frente al estrés térmico. En base a lo planteado, se detallan a

continuacion los siguientes objetivos especificos:

Objetivo 1.1. Estudio del rol de Mip6 sobre los niveles de transcripcion y

niveles proteicos de TPK1.

Objetivo 1.2. Unidn de Mip6 al promotor de TPK1.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas de Saccharomyces cerevisiae

En la Tabla 1 a continuacion se detallan las cepas de levaduras utilizadas en el

desarrollo de este trabajo.

Cepa Genotipo

BY4741 (WT) MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0
mip6A (BY4741) MIP6::KanMX4

MIP6-TAP (BY4741) MIP6-TAP::HIS3

BY4741 TPK1-lacZ | (BY4741) + pTPK1-lacZ (YEp357)

mip6bA TPK1-lacZ (BY4741) MIP6::KanMX4 + pTPK1-lacZ

BY4741 TPK2-lacZ |(BY4741)+ pTPK2-lacZ (YEp357)

mip6A TPK2-lacZ (BY4741) MIP6::KanMX4 + pTPK2-lacZ

Tabla 1: Cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas en el trabajo.

Medios de cultivos para levaduras y bacterias

Las cepas de S. cerevisiae fueron crecidas en medio minimo completo (MMC)
conteniendo 0,67% de base nitrogenada con aminoacidos y 2% de glucosa, pH 6,5.
El medio rico contiene 1% extracto de levadura, 2% bactopeptona, 2% glucosa
(YPD). El medio minimo sintético (SD) contiene 0,67% de base nitrogenada para
levaduras sin aminoacidos, 2% glucosa mas los aminoacidos necesarios para
completar los requerimientos auxotréficos y mantener la seleccion de los plasmidos.
El medio sélido contiene agar 2%.

Los cultivos de Escherichia coli conteniendo los plasmidos de interés fueron
crecidos en medio LB-Ampicilina, compuesto por 1% bactopeptona, 0,5% extracto

de levaduras, 0,5% NaCl y 100 pg/ml Ampicilina.
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Ensayo de estrés térmico

Para los experimentos de estrés térmico, las células fueron crecidas en el
medio adecuado a 25°C hasta una ODgy =1, y luego el cultivo se separd en dos
partes. Una parte del cultivo se mantuvo a 25°C (Control) y la otra mitad se incubé a

37°C por 30 minutos (Estrés térmico).

Plasmidos utilizados

Para la medicién de la actividad de los promotores de TPK1 y TPKZ2 se
empled un plasmido derivado del YEp357. Este plasmido contiene la regién 5 UTR
y nucledtidos de la region codificante del gen de interés (posicion -800 a +10 con
respecto al codon ATG de inicio de la traduccion, y -593 a +298 con respecto al
TSS) rio arriba del gen reportero lacZ. La Figura 6 muestra un esquema del

plasmido YEp357 empleado.

(1) EcoRI AccH51 (13)
KpnI - TspMI - Xmal (17)
Smal (19)
BamHI (22)
Xbal (28)
Sall (24)
Pstl - Sbfl (44)
Sphl (s0)
HindIII (52)
(6898) AhdI
» Bsu36I (278)
(6723) Asel BspDI - Clal (878)
BsaBI * (1385)
Bcll * (1400)

BssHII - MauBI (1552)

YEp357
7963 bp

R,
~ A3 pr

omoter 7

_ BsiWI (2825)
Blpl (3067)
Psil (3296)
Stul (3675)
PspOMI * (3733)
Apal * (3737)
[4479) BstAPI BsmI (3751)
BstBI (3844)
(3955) PpuMI Ncol (3502)

(5201) BsaAI - SnaBI

Figura 6: Mapa del plasmido YEp357.
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Purificaciéon de DNA plasmidico (miniprep):

Las células de E. coli transformadas fueron crecidas ON (over night) a 37°C en
medio LB-Ampicilina. Las células se recuperaron por centrifugacion y el pellet fue
resuspendido en Solucién 1 (Tris-HCI 25 mM pH 8, EDTA 10 mM pH 8) con RNAasa
0,02 ug/ml (Biodynamics). Luego se agregd 1 volumen de Solucion 2 (NaOH 0,2 N,
SDS 1%), se mezclé suavemente por inversion y se incubd en hielo durante 10
minutos. Se agrego 1 volumen de acetato de potasio 3 M pH 5,2 y se mezclé por
inversion. Se centrifugd y se extrajo el sobrenadante con un volumen de
fenol:cloroformo pH 8. Se recuperd la fase acuosa, la cual se precipitd con el
agregado de 2 volumenes de etanol absoluto y 0,1 volumen de acetato de potasio 3
M pH 5,2 y se incub6 a -20°C. Se centrifugd y el precipitado obtenido se
resuspendioé en H,O destilada y se conservo a -20 °C. Se verificé la integridad de los

plasmidos por electroforesis en gel de agarosa y tincion con BrEt.

1 2

23130

9416
6557

4361

2322
2027

Figura 7: Electroforesis en gel de agarosa 1% de la preparacién de DNA plasmidico. Calle
1: Marcador de peso molecular A Hind Illl en pb. Calle 2: preparacion del plasmido
YEP357-TPK1lacZ.
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Transformacién de levaduras con DNA plasmidico

Las cepas de S. cerevisiae fueron transformadas segun el método de acetato
de litio (Ito et al., 1983). Brevemente, se dejo crecer un precultivo ON a 30°C con
agitaciéon en medio YPD. A partir de éste, se inoculd un cultivo que se dejo crecer 3
horas a 30°C con agitacién. Las células fueron luego cosechadas por centrifugacion.
Luego, fueron lavadas con H,Od estéril y resuspendidas en TE/AcLi 0,1M
esterilizado. Después de 30 minutos de incubacion a 30°C con agitacion, las células
fueron centrifugadas y resuspendidas nuevamente en TE/AcLi 0,1M. A 50 pl de la
resuspension celular se agregaron 50 pg de ssDNA desnaturalizado, y 1 ug de DNA
plasmidico, y se dejo incubar por 30 minutos a 30°C. Luego, se agregd TE/AcLi 0,1
M/ PEG 40% y se incub6 nuevamente a 30°C durante una hora. El shock térmico se
realiz6 a 42°C durante 15 minutos, y finalizado ese tiempo, las células fueron

lavadas con buffer TE 1X y sembradas en medio minimo selectivo.

Electroforesis en gel de agarosa

Las muestras de DNA plasmidico y RNA fueron sembradas y corridas en geles
de agarosa 1%, en buffer TAE 1X (TrisHCI 400 mM pH=7,6, acido acético 20mM,
EDTA 1 mM pH=8). La electroforesis se realizé a 100 V. La tincion fue realizada con
bromuro de etidio 1 ug/ml en buffer TAE 1X, y las bandas fueron visualizadas con

luz ultravioleta.

Ensayo de medicidn de la actividad 3-galactosidasa

La determinacion de actividad (B-galactosidasa fue realizada segun el método
de Miller (Miller, 1972). Las células fueron crecidas en medio selectivo sin uracilo
hasta una ODgy=1. El volumen del cultivo se separdé en partes iguales para el
ensayo de estrés térmico.

Las células fueron cosechadas por centrifugacion y resuspendidas en buffer Z
(Na,HPO, 60 mM, NaH,PO, 40 mM, KCI 10 mM, MgSO, 1 mM). Se tomd una
pequefia alicuota de esa resuspension, y se realizd una dilucién 1/10 para
determinacién de la A600nm. Para realizar el ensayo se tomaron 400 ul de la
resuspension, que fueron llevados a 1 ml con buffer Z. Luego, se agrego cloroformo
y SDS 0,1% para permeabilizar las células. La reaccién se inicioé con el agregado de

200 ul de orto-nitrofenil-B-D-galactopirandésido (ONPG) 0,4 mg/ml, incubando a
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30°C, momento desde el cual se tomé el tiempo de reaccidon. La misma se detuvo
agregando 0,5 ml de Na,CO; 1 M al determinar la aparicion de producto
(evidenciado por un color amarillo palido). Luego de centrifugar, se midié en el
sobrenadante a A420nm (correspondiente al producto de la reaccién) y a A550nm
(correspondiente a debris celular). La actividad B-galactosidasa se calculé en

unidades Miller segun:

(A420 — 1.75 x A550) x 1000
A600 x Dil x Vol ensayado (ml) x tiempo (min)

Unidad Miller =

A600 = Agyonm = Absorbancia de las suspensiones celulares (A=600nm)
A420 = A,0.m = Absorbancia de la reaccion o-nitrofenol (A=420nm)

A550 = Ags0.m = Absorbancia para corregir los resultados por debris celulares (A=550nm)

Todos los experimentos se realizaron por duplicado.

Purificacion de RNA total y RT

Las muestras fueron centrifugadas, y resuspendidas en 400 pyL de buffer TES
(TrisHCI 10 mM pH 7,5, EDTA 10 mM, SDS 0,5%). Se agité y agregd 1 volumen de
fenol acido (pH=4), y luego la mezcla fue incubada a 65°C durante 1 hora con
agitacion cada 5 minutos. Luego, se incubd en hielo durante 5 minutos y se
centrifugd. Se realizaron dos extracciones fendlicas adicionales. Los 4acidos
nucleicos fueron precipitados por el agregado de 2,5 volumenes de etanol 100% y
1/10 de volumen de acetato de potasio 3 M pH 5,2 e incubados a -20°C por 10
minutos. Luego de centrifugar nuevamente, el precipitado fue lavado con etanol 70%
y resuspendido en agua destilada DEPC. La integridad del RNA fue verificada por
electroforesis en gel de agarosa 1% (Figura 8). Posteriormente, se trataron las
muestras con RQ1 RNase-Free DNase (Promega) para eliminar el DNA gendmico

presente en la muestra, siguiendo las indicaciones del fabricante.
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Figura 8: Electroforesis en gel de agarosa 1% de la purificacion de RNA. Calle 1-4:
Muestras de RNA purificado. Calle 1: Cepa BY4741, condicion control. Calle 2: Cepa
BY4741, condicién de estrés. Calle 3: Cepa mip64, condicidon control. Calle 4: Cepa mip6A,
condicion de estrés. Se senalan en la imagen las bandas correspondientes al rRNA 28S y
18S.

Para la sintesis de cDNA por retrotranscripcion se tomaron ~7,5 ug de RNA
purificado y se realizd la reaccién utilizando la enzima EasyScript® Reverse
Transcriptase, siguiendo las indicaciones del fabricante. Los productos de cDNA
simple cadena fueron amplificados por real time PCR (qPCR), utilizando 4 ul de

cDNA como templado.

Real time (QPCR)

La gPCR se realizé con Tag DNA Polymerase y los productos se visualizaron
con SYBR Green (Life Technologies). Los primers empleados se muestran en la
Tabla 2. Los niveles relativos de mensajero de TPK1 o TPK2 fueron normalizados a
los niveles endégenos del mMRNA de POL17 (gen de POL1). Para la qPCR se utilizd
el sistema Quant Studio™ Design & Analysis Software v1. 5. 2. - Applied

Biosystems StepOnePlus (Thermo Fisher Scientific).

Programa empleado:
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Paso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion | 95,0 °C 1 min
Ciclos (35) 95,0 °C 30s
55,0 °C 30s
72,0 °C 1 min
Extension final 72,0 °C 1 min
Melt Curve Stage 95,0 °C 15s
54,0 °C 30s
95,0 °C 15s

Tabla 2: Protocolo de gPCR utilizada para la amplificacion de los productos de cDNA.

Primers utilizados:

Primer Secuencia Tamafo de amplicén
TPK1 fw +571 | 5 GCAGCGGAAGTTTGTTTAGC 3’

TPK1rv+692 |5 GGCAAACCCGAAATCTGTTA 3’ 121 bases
TPK2 fw +369 |5 GCTTGTGGAGCATCCGTTTC ¥

TPK2 rv +542 | 5 AATGCCAGTATGACTTCCGCAG ¥ 173 bases
POL1 fw +1797 | 5 CTGCACTGGCAAAACAGAAA 3’

POL1rv+1976 |5 TCTTAAACGACGGCCAATAGA 3 179 bases

Tabla 3: Primers empleados en la amplificacién por gPCR de los mMRNAS de TPK1, TPK2y
POL1.

Western blot

Los pellets celulares fueron resuspendidos en buffer extracto (Tris-HCI 5 mM
pH 7,5, EGTA 0,1 mM, EDTA 0,1 mM, B-mercaptoetanol 10mM) con inhibidor de
proteasas. Se lisaron las células por ruptura con glass beads y vortex a 4°C. El
lisado se centrifugd a 13000 xg 10 min a 4°C.

Las muestras fueron separadas por SDS-PAGE 10% vy transferidas a
membranas de nitrocelulosa, las cuales fueron teiidas con una solucion de Rojo
Ponceau para evidenciar la presencia de proteinas totales. Las membranas fueron
lavadas y bloqueadas con 5% de leche descremada y 0,05% de Tween 20 en buffer
TBS 1X (TrisHCI 50 mM pH=7,6, NaCl 150 mM).
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Posteriormente, las membranas fueron incubadas con el anticuerpo anti-Tpk1

(Santa Cruz Biotechnology) o anti- Bcy1.

Inmunoprecipitacion la cromatin hiP

Los experimentos de Inmunoprecipitaciéon de la cromatina se realizaron segun
Kuras & Struhl (Kuras and Struhl, 1999), con algunas modificaciones. Las células
etiquetadas con el epitope TAP (MIP6-TAP) fueron crecidas en medio MMC a 25°C
hasta una ODgy= 1. Luego, la mitad del cultivo fue sometido al ensayo de estrés
térmico y ambas muestras fueron tratadas con formaldehido a concentracién final
1% durante 20 minutos a temperatura ambiente, con agitacién. Se agrego glicina a
concentracion final 125 mM y se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Las células fueron centrifugadas, lavadas 2 veces con TBS 1X frio, y luego
resuspendidas en buffer de lisis FA (HEPES/KOH 50 mM pH=7,5, NaCl 150 mM,
EDTA 1 mM, Triton X-100 1%, deoxicolato de sodio 0,1%, SDS 0,1%, PMSF 2 mM).
Se agrego6 el mismo volumen de glass beads y se rompieron las células en vortex
durante 40 minutos a 4°C. El lisado fue separado de las bolitas de vidrio y se
centrifugd para obtener la cromatina. Se descartd el sobrenadante y el precipitado
se resuspendio en buffer de lisis FA.

Las muestras se sonicaron para obtener fragmentos de DNA con un tamafo
promedio de ~500 pb (Branson Sonifier, 3 ciclos de 10 segundos con amplitud 20%)
y se clarificaron por centrifugacién. El sobrenadante se colocé en un tubo
conteniendo la resina IgG-Sepharose 6 Fast Flow (GE HealthCare), previamente
bloqueada con PBS + BSA 5 mg/ml, y se incubé ON a 4°C con rotacion
permanente. En este punto, antes de incubar con la resina, se tomé la muestra Input
(DNA total). Se realizaron lavados de la resina: 4 veces con buffer de lisis FA, 4
veces con buffer de lisis FA/NaCl 500 mM, 4 veces con buffer de lavado (TrisHCI 10
mM pH=8, LiCl 0,25 mM, EDTA 1 mM, Nonidet P40 0.5%, deoxicolato de sodio
0,5%) y 1 vez con buffer TE 1X. Las proteinas unidas a la resina fueron eluidas por
adicién de buffer de elucion (TrisHCI 50 mM pH=8, EDTA 10 mM, SDS 1%) e
incubadas con proteinasa K (0,25 mg/ml) durante 1 hora a 37°C. Luego, las
muestras fueron incubadas ON a 65°C para revertir el crosslinking y recuperar los
fragmentos de DNA. ElI DNA inmunoprecipitado (IP) y el DNA total (INPUT) fueron

purificados por extraccion con fenol:cloroformo.
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Para la amplificacion de los fragmentos de DNA se utilizaron primers que
amplifican regiones del promotor de TPK1 y SYBR Green para la deteccion del
DNA. ElI DNA inmunoprecipitado (IP) fue normalizado al DNA total (input) y se
calculé la relacion sefal:ruido, en comparaciéon con una cepa no etiquetada con el
epitope TAP. Para calcular el cambio en las veces de union al promotor se utilizé la

siguiente formula:

—((Ct ct

pPTAP = INPUT TAP) —(Ct pNoTar—Ct npuT No TAP))

Ct=Cycle threshold

El programa de PCR realizado fue el siguiente:

Paso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 95,0 °C 1 min
Ciclos (35) 95,0 °C 1 min
53,0 °C 30s
72,0 °C 30s
Extension final 72,0 °C 1 min
Melt Curve Stage 95,0 °C 15s
54,0 °C 30s
95,0 °C 15s

Tabla 4: Protocolo de gPCR utilizado para el ensayo de ChIP.

Primer Secuencia Posicion respecto al TSS de TPK1
TPK1C fw [ 5 GTCTCCGTTAATCCTAGTCTG 3’
TPK1Crv | 5 AAAGTCGTTAGGACACTGGC 3 405194
TPK1 13 fw [ 5 CAAGAACCCTCCGCTGGA 3’
-318/-135

TPK1 13 rv | 5 GATCATCATGATTACGTAGAA 3’
Tabla 5: Primers utilizados en la amplificacién por gPCR en el ensayo de ChIP.

En viabili
Para el ensayo de viabilidad las cepas BY4741 y mip6A fueron crecidas en MMC a
25°C hasta ODgy = 0,8-1. Luego se realizaron diluciones seriadas al décimo y se

sembraron 5 ul de cada dilucién en placas de MMC. Las placas se incubaron a 30°C

por 2 a 3 dias. Luego, se registro el crecimiento en la placa.
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Ensayo de determinacién de glucégeno

Para el ensayo de determinacién de glucogeno, las cepas BY4741 y mip6A fueron
crecidas en MMC hasta una ODgy,=0,8-1 a 25°C. Las células se centrifugaron a
5000 rpm 5 min, se resuspendieron en 500 ul de agua y se incubaron con distintas
concentraciones de Lugol durante 3 min: TC, 2y Y. Las células se centrifugaron
nuevamente y fueron resuspendidas en 20 pl de agua para finalmente sembrar

gotas de 10 pl en placa.

Analisis estadistico

Se realizé la prueba ANOVA de dos factores y prueba de Tukey post-hoc,
considerando un a = 0.05 para el analisis de significancia estadistica. Los supuestos
de normalidad se cumplieron en todos los casos, lo que se comprobd utilizando la
prueba de Shapiro-Wilk. Se utilizé6 el software Graphpad Prism ver. 8.1 para el

analisis estadistico y la construccion de los graficos.
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RESULTADOS

La ausencia de Mip6 modifica la expresion de TPK1

Se encuentra establecido que los niveles de mMRNA de TPK71 aumentan en
estrés térmico en una cepa salvaje, y que esta respuesta es mediada por el factor
de transcripcién Msn2/4 (Cafonero et al., 2022; Pautasso and Rossi, 2014). Ya que
también se ha observado que Mip6 atenua la expresion de genes dependientes de
Msn2/4 en condiciones normales de crecimiento (Martin-Expodsito et al., 2019),
buscamos evaluar si los niveles enddégenos del mRNA de TPK17 podrian verse
afectados por la ausencia de Mip6. Para esto, utilizamos una cepa mutante de
delecion simple mip64, en condiciones de estrés térmico o control.

La cepa salvaje BY4741 y la cepa mutante mip6A fueron sometidas al ensayo
de estrés térmico, y los niveles de mRNA de TPK1 fueron determinados por

RT-gPCR. Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 9.

b
vy)

153 mm Control
B Estrés térmico

Nivel de mRNA relativo de TPK1
Nivel de mRNA relativo de TPK2

BY4741 mip6A BY4741 mip6A

Figura 9: La ausencia de Mip6 genera un incremento sobre los niveles de mRNA de
TPK1. Los niveles de mRNA (A) de TPK1y (B) de TPK2 fueron medidos en células BY4741
y mip6A por RT-gPCR. Las células fueron crecidas en MMC a 25°C hasta una ODgy=1y
posteriormente sometidas al ensayo de estrés térmico. Los niveles de mRNA de TPK1y
TPK2 fueron normalizados a los valores de mRNA de POL1. Los resultados se expresan
como el promedio + SD de réplicas (n=3 para el mRNA de TPK1, n=2 para el mRNA de
TPK2) provenientes de experimentos independientes, relativizados al valor obtenido para la
cepa salvaje BY4741 en condicidon control. Los asteriscos indican diferencias significativas.
ANOVA de dos factores, test de Tukey post-hoc. ns: no significativo. *p < 0,05.
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Los resultados de la Figura 9, panel A muestran que los niveles de mRNA de
TPK1 aumentan en estrés térmico en la cepa salvaje, un resultado esperado. En el
caso de la cepa mutante mip6A los niveles de mMRNA de TPK1 aumentan de forma
significativa de manera independiente a la condicion de estrés o control. En el caso
de los niveles de mRNA de TPK2 (Figura 9, panel B), debido al nUmero de réplicas
alcanzado (n=2) no puede afirmarse que existan o no diferencias significativas entre
cepas Yy condiciones, pero la tendencia observada indicaria que la ausencia de Mip6
no modificaria los niveles de mensajero de TPK2.

Por otro lado, como se menciona en la introduccion, Mip6 es una RBP que
interactua fisica y funcionalmente con el factor de exportacion Mex67, y se une
preferencialmente al mMRNA de transcriptos regulados por Msn2/4 en respuesta a
estrés, como lo es el mMRNA de TPK1 (Martin-Expdsito et al., 2019). Ademas, Mip6
interactua fisica y funcionalmente con proteinas involucradas en el metabolismo del
mRNA, como Xrn1, una exorribonucleasa citoplasmatica (Martin-Expdsito et al.,
2019). En base a estos antecedentes, Mip6 podria ser importante en la exportaciéon
de los mensajeros, o asociarse con los transcriptos para llevarlos a degradacion; es
decir, Mip6 podria regular pasos en el metabolismo post-transcripcional de TPK1.
Como primera aproximacion para abordar estas hipotesis, se decidio evaluar los

niveles proteicos de Tpk1 en condicidon control y en estrés térmico en la cepa mip6A.
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Figura 10: La ausencia de Mip6 disminuye los niveles proteicos de Tpk1. Los niveles
de proteina (A) de Tpk1 y (B) de Bcy1 fueron determinados mediante la técnica de Western
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Blot en las cepas BY4741 y mip6A. Las células fueron crecidas en MMC a 25°C hasta
ODgyo=1 y posteriormente sometidas a ensayo de estrés térmico; luego, se prepararon
extractos crudos. La presencia de Tpk1 o Bcy1 en los extractos proteicos fue determinada
utilizando el anticuerpo anti-Tpk1 o anticuerpo anti-Bcy1. Los niveles de proteina Tpk1 y
Bcy1 (A, panel superior y B, panel superior) fueron obtenidos a través del analisis de las
imagenes en Imaged y normalizados a los valores de proteina total observados por tincion
de la membrana de nitrocelulosa con Rojo Ponceau (A y B, panel inferior). Los resultados se
expresan como el promedio + SD de réplicas (n=3 para los niveles de proteina de Tpk1, n=2
para los niveles de proteina de Bcy1) provenientes de experimentos independientes,
relativizados al valor obtenido para la cepa salvaje BY4741 en condicién control. Los
asteriscos indican diferencias significativas. ANOVA de dos factores, test de Tukey post-hoc.
ns: no significativo. *p < 0,05. **p < 0,001.

La Figura 10, panel A muestra que los niveles de proteina Tpk1 en ausencia
de Mip6 disminuyen, nuevamente de forma independiente a la condicién ensayada.
Para determinar si la regulacion de Mip6 es especifica para la subunidad Tpk1, se
evaluaron los niveles proteicos de la subunidad regulatoria Bcy1 en las mismas
cepas y condiciones. La Figura 10, panel B sugiere que Mip6 no tendria un rol sobre
la expresion de esta subunidad ya que no hay variaciones en los niveles de proteina
de Bcy1. Sin embargo, no se puede afirmar esto, ya que no se cuenta con réplicas
bioldgicas suficientes.

A simple vista, la tendencia en los niveles de mensajero y en los niveles
proteicos parecerian ser opuestas y por lo tanto, contradictorias, ya que a pesar de
que aumentan los niveles de mRNA de TPK7 en ausencia de Mip6, el nivel de
proteina Tpk1 disminuye. Una posible explicacion es que la totalidad del mRNA no
es traducido. Para evidenciar esto, se calcul6 la relacion entre el nivel de proteina y

el nivel de mRNA del gen TPK1.
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Figura 11: La relaciéon proteina/mRNA del gen TPK1 disminuye en ausencia de Mip6.
Se calculd, para las cepas BY4741 y mip6A sometidas o no al ensayo de estrés térmico, el
cociente entre los niveles endégenos de mRNA de TPK1 y los niveles de proteina de Tpk1
en cada réplica biolégica. Los resultados se expresan como el promedio + SD de réplicas
(n=3) provenientes de experimentos independientes, relativizados al valor obtenido para la
cepa salvaje BY4741 en condiciéon control. Los asteriscos indican diferencias significativas.
ANOVA de dos factores, test de Tukey post-hoc. ns: no significativo. ****p < 0,0001.

La Figura 11 muestra una baja relacion proteina/mRNA para la cepa salvaje en
condicion de estrés. Esto es esperable, ya que en estrés térmico ocurre la formacion
de granulos de estrés que secuestran mRNAs y partes de la maquinaria
traduccional, impidiendo asi la traduccién. La cepa mutante también registré una
disminucién en la eficiencia traduccional de TPK7 en ambas condiciones; esto
indicaria que en ausencia de Mip6 no todo el mMRNA de TPK17 es traducido, aun en
ausencia de estrés térmico.

Ya que Mip6 interactia con multiples moléculas involucradas en el
metabolismo y maduracion de los mRNA, existen varios posibles mecanismos que
explican los resultados observados. En primer lugar, el aumento de los niveles de
MRNA podria deberse a un aumento en la transcripcion misma del gen, a través de
una regulaciéon negativa por parte de Mip6 sobre Rpb1 (Martin-Expédsito et al.,
2019), una subunidad de la RNA Polimerasa Il.

Por otro lado, como ya hemos mencionado, Mip6 interactua también con
Mex67, y esta interaccion es necesaria para que Mip6 lleve a cabo la atenuacion de

la expresion de los genes dependientes de Msn2/4 en condicion control. En base a
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esto, el rol atenuante de Mip6 podria relacionarse con la exportaciéon de los mRNA:
ante la ausencia de Mip6, el mensajero podria no ser exportado correctamente y
esto generar una acumulacion del transcripto en el nucleo, lo cual provocaria una
disminucién en la eficiencia de traduccion ya que la maquinaria traduccional
citoplasmatica no podria encontrarse con el sustrato.

También, Mip6 se asocia con Rrp6 y Xrn1, dos moléculas involucradas con la
degradacion del mRNA. Rrp6 es un componente del exosoma nuclear, mientras que
Xrn1 es una proteina con actividad exonucleasa que se encuentra en el citoplasma.
La ausencia de Mip6 podria explicar el aumento en los niveles de mensajero a
través de un menor nivel degradacion del mensajero de TPK1, ya que la RBP
tendria la funcién de acercar fisicamente el mMRNA al componente del exosoma o a

la exonucleasa en condiciones normales.

El aumento en la actividad del promotor de TPK1 en estrés térmico es dependiente

de Mip6:

En base a los resultados obtenidos, se decidié evaluar si Mip6 interviene en la
regulacion de la actividad del promotor TPK7. Como se menciona en la Introduccion,
nuestro grupo ha demostrado que frente al estrés térmico la actividad del promotor
de TPK1 aumenta, y que este incremento es mediado por el factor de transcripcion
Msn2/4 (Pautasso and Rossi, 2014). Ademas, se sabe que Mip6 ayuda a mantener
niveles bajos de mRNAs cuya expresion aumenta en estrés térmico gracias al factor
de transcripcion Msn2/4 (Martin-Expdsito et al., 2019). Por lo tanto, nos
preguntamos si Mip6 actua a nivel de la activacidon del promotor de TPK1.

Para esto se transformé la cepa mip6A con el plasmido reportero pTPK1-lacZ
descripto en materiales y métodos. Se realizd el screening de dos colonias
transformantes por ensayo de actividad p-galactosidasa. En la Figura 12 se observa
que el Clon 1 presenta actividad reportera en ambas condiciones, mientras que en
el Clon 2 sélo hubo actividad en estrés. Por lo tanto, se decidié seguir trabajando

so6lo con el clon 1.
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Figura 12: Se midi6 la actividad B-galactosidasa de dos clones de células mip6A
transformadas con el plasmido pTPK17-lacZ. Las células fueron crecidas en medio minimo
depletado de uracilo a 25°C y sometidas al ensayo de estrés térmico El resultado de
actividad p-galactosidasa se expresa en Unidades Miller.
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Figura 13: La ausencia de Mip6 disminuye la actividad del promotor de TPK7 en
estrés térmico. Se midi6 la actividad B-galactosidasa en células BY4741 y mip6A
transformadas con el plasmido (A) pTPKi1-lacZ y (B) pTPK2-lacZ, pTPK3-lacZ y
pBCY1-lacZ . Las células fueron crecidas en medio minimo depletado de uracilo a 25°C y
sometidas al ensayo de estrés térmico. Los resultados de actividad -galactosidasa se
expresan en Unidades de Miller como el promedio + SD de réplicas (n=3 TPK1, n=2 TPK2,
n=1 TPK3 y BCYT1) provenientes de experimentos independientes, relativizados al valor
obtenido para la cepa salvaje BY4741 en condicion control. Los asteriscos indican
diferencias significativas. (A) ANOVA de dos factores, test de Tukey post-hoc. (B) No se
realizé test estadistico por falta de réplicas biolégicas. ns: no significativo. **p < 0,01.
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El ensayo de genes reporteros (Figura 13, panel A) muestra que la ausencia
de Mip6 impide el incremento de la actividad del promotor de TPK7 en respuesta al
estrés térmico, como sucede en la cepa wild-type. Esto resulta contradictorio con
los resultados mencionados anteriormente donde observamos que la ausencia de
Mip6 genera un incremento en los niveles del mRNA de TPK1.

El efecto positivo que Mip6 presenta sobre la actividad del promotor sugiere
una funcion de Mip6 en la regulacion de la transcripcion de TPK1 en estrés térmico.
Esto podria estar posiblemente relacionado con la asociaciéon entre Mip6 y Msn2/4,
0 con su interaccion con Rpb1. Sin embargo, la relacién entre Mip6 y Rpb1 no
explicaria el aumento en los niveles de mRNA observado en la mutante mip6A.

En la Figura 13, panel B se grafica el efecto de Mip6 sobre la actividad de los
promotores TPK2, TPK3 y BCY1 en condicidon control, y en los tres casos la
tendencia de los datos indicaria que la ausencia de Mip6 no altera la actividad de
estos promotores. Sin embargo, no se cuenta con suficientes réplicas bioldgicas

para realizar un test estadistico.

Mip6 se recluta al promotor de TPK1

Como Mip6 mostrd tener un rol en la activacion del promotor de TPK1 (Figura
13, panel A), decidimos estudiar si la RBP es reclutada a dicho promotor.

Como Mip6 contribuye a mantener controlados los niveles de mRNA de genes
de respuesta a estrés regulados por Msn2/4, hipotetizamos que Mip6 podria ser
reclutada al promotor de TPK71 a través de su interaccidn con este factor de
transcripcion. Para abordar este objetivo, realizamos un ensayo de ChIP-gPCR
delimitando la region del promotor evaluada a aquella que posee dominios STRE, a
los cuales se une Msn2/4.

Para esto, se utilizaron dos pares de primers, los cuales amplifican regiones
diferentes del promotor. La region especifica de amplificacion de cada par de
primers se detalla en la Figura 14; el par de primers C incluye ambos sitios STRE
registrados para el promotor de TPK1, mientras que el par de primers 13 sélo incluye
el dominio STRE D.
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Figura 14: Esquematizacion de la regidon de unién del factor Msn2/4 al promotor de
TPK1 y la region de amplificacion de los primers utilizados. Las flechas verdes
corresponden al par Primers C, que amplifica la regién comprendida entre las posiciones
-405 y el -194 con respecto al TSS del gen TPKT; las flechas amarillo oscuro corresponden
al par Primers 13, que amplifican la region entre -318 y -135. Adaptado de Pautasso (2014).
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Figura 15: Reclutamiento de Mip6 al promotor TPK1. Las células de la cepa MIP6-TAP
fueron crecidas en MMC a 25°C y sometidas a ensayo de estrés térmico. La abundancia de
la proteina sobre el promotor fue analizada utilizando la técnica de inmunoprecipitacién de
la cromatina y qPCR. Se utilizaron dos pares de primers, par C y par 13, los cuales
amplifican zonas diferentes del promotor. La abundancia de Mip6 fue normalizada al DNA
total (input); la cepa BY4741 fue utilizada como control inespecifico. Los resultados se
expresan como el promedio £ SD de tres experimentos independientes, relativizados a la
condicion control. ANOVA de dos factores, test de Tukey post-hoc. ****p < 0,0001.
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El grafico mostrado en la Figura 15 permite observar un reclutamiento
diferencial de la proteina Mip6 entre las distintas condiciones de temperatura. En la
condicion control, Mip6 se encuentra enriquecida en la region del promotor TPK1,
pero este reclutamiento disminuye en consecuencia a la exposicion al estrés
térmico. Hasta el momento, no se han identificado dominios de unién al DNA para la
proteina Mip6, por lo que proponemos que Mip6 podria interactuar con el promotor
de TPK1 a través de algun factor de transcripcion, como por ejemplo Msn2/4.
Ademas, el patron de reclutamiento observado para Mip6 coincide con el observado
para el factor de transcripcion Msn2/4: Msn2/4 se encuentra en el promotor de TPK1
en condiciones normales de crecimiento y esta unién se pierde frente a estrés

térmico (Pautasso and Rossi, 2014).

Efecto de Mip6 en la viabilidad v el almacenamiento de glucégeno

Se evalué cémo la ausencia de la proteina Mip6 altera la viabilidad celular de
Saccharomyces cerevisiae, asi como también como afecta el almacenamiento de
glucdgeno, ya que la actividad PKA es determinante para estos fenotipos.

La glucosa, el estimulo principal en la activacion de la holoenzima, al ser
incorporada en la célula tiene dos caminos posibles: puede utilizarse en reacciones
metabdlicas que favorezcan el crecimiento celular o ser almacenada en moléculas
complejas, como el glucégeno.

La PKA inhibe enzimas regulatorias de la gluconeogénesis y favorece la
utilizacion de la glucosa para la obtencién de energia, ya que estimula la actividad
de enzimas regulatorias de la glucdlisis (Thevelein and de Winde, 1999). Es por esto
que mayor actividad de la via cAMP-PKA resulta en menor almacenamiento de
glucégeno.

Por otro lado, la actividad de la PKA promueve la progresion de la fase G1, por
lo tanto, favorece el avance del ciclo celular (Baroni et al., 1992; Dechant and Peter,
2008). Ademas, una baja actividad de la quinasa se asocia con la falta de sintesis
de ciclinas necesarias para el progreso del ciclo (Thevelein and de Winde, 1999).

Para evaluar la acumulaciéon de glucogeno en la célula se realizé el ensayo
descripto en Materiales y Métodos. En este experimento, un color mas intenso y
oscuro significa una mayor acumulacion de glucdégeno, a partir de lo cual se infiere

que hay menor actividad de la PKA. Para el ensayo de viabilidad celular se
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realizaron diluciones seriadas al décimo de la cepa mip6A y la cepa salvaje BY4741
y se sembraron 10 pl en una placa de MMC, y se incub6 72 horas a 30°C.

Concentracion de Lugol

TC 1/2 1/4

Control |

BY4741

Estrés |}

Control :

mip6A

Estrés
Figura 16: Ensayo de almacenamiento de glucégeno representativo en las cepas
BY4741 y mip6A. TC (Tal Cual), 2y Va representan las diluciones del Lugol con el cual se
tiferon las células.

BY4741

mip6A

Eigura 17: Ensayo de viabilidad representativo en las cepas BY4741 (wild-type) y la cepa
mutante mip6A. Los numeros representan el exponente de la dilucion (en base 10), TC

representa la muestra no diluida (Tal Cual).

En la Figura 16 se observa un mayor almacenamiento de glucégeno en la cepa
mip64, tanto en condicién control como frente al estrés térmico, con respecto a la
cepa BY4741. En linea con esto, en la Figura 17 se observa que la viabilidad de la
cepa mutante, mip6A es menor que la de la cepa wild-type. Por lo tanto, la cepa
mip6A presenta menor actividad de la PKA.

Estos resultados son esperados, ya que la actividad de la PKA promueve el
avance del ciclo celular (Baroni et al., 1992; Dechant and Peter, 2008) y la utilizacion
de la glucosa. Por lo tanto, ante la reduccion en la actividad de la PKA, habra menor
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cantidad de divisiones celulares, lo que ocurre en detrimento al crecimiento de la
colonia, asi como también el azucar sera acumulado en moléculas complejas como
el glucogeno.

Previamente observamos que los niveles proteicos de Tpk1 disminuyen ante la
ausencia de Mip6 (Figura 10, panel A), por lo que podria esperarse una menor
actividad de la PKA, y en consecuencia, menor viabilidad y mayor almacenamiento
de glucégeno. Sin embargo, Tpk1 es una de las tres subunidades de la enzima, y
aunque los niveles de la holoenzima sean menores, el nivel de la actividad quinasa
podria no reducirse.

De hecho, el almacenamiento de glucogeno en la cepa mip6A aumenta en
estrés térmico con respecto al control, pero los niveles proteicos de Tpk1 no varian
entre estas condiciones. Entonces, en este caso la disminucion de la actividad de la
PKA evidenciada en el aumento del almacenamiento del glucégeno no se debe a

variaciones en los niveles proteicos de Tpk1.

42



DISCUSION Y CONCLUSIONES

Este trabajo ha tenido como objetivo principal profundizar sobre los distintos
aspectos involucrados en la regulacion de la especificidad de la via cAMP-PKA en
Saccharomyces cerevisiae. Particularmente, nos enfocamos en estudiar el efecto de

la RBP Mip6 sobre la expresién de TPK1 a varios niveles durante el estrés térmico.

Hemos demostrado que la ausencia de Mip6 generd un marcado incremento en los
niveles de mRNA de TPK1 (Figura 9, panel A), y este efecto ocurre en concordancia
con el rol descripto para Mip6 en la atenuacién en la expresién de genes regulados
por Msn2/4 en condiciones de no estrés (Martin-Expdsito et al., 2019). Sin embargo,
con respecto a la actividad del promotor de TPK1, la falta de la RBP impidi6 la
activacién del promotor frente estrés térmico (Figura 13, panel A). Esto sefiala la
necesidad de Mip6 en la respuesta a estrés de TPK1. El efecto observado sobre la
actividad del promotor podria deberse a una posible interaccion entre Mip6 y
Msn2/4. Una posible explicacion es que Mip6 sea necesaria para el reclutamiento de
Msn2/4 al promotor de TPK1. Sin embargo, la interaccion fisica entre estas dos

proteinas aun no ha sido demostrada.

Un mecanismo posible que justifica la falta de incremento de la actividad del
promotor en estrés térmico podria relacionarse con la interaccion fisica que se
describe para Mip6 con Sgf3 y Sus1, proteinas que conforman el médulo DUB del
complejo SAGA, el cual estimula la formacion del complejo de preiniciacion sobre el
promotor de los genes al inicio de la transcripcidén y realiza modificaciones en las
histonas de la cromatina que favorecen la transcripcion (Martin-Expdsito et al.,
2019). Si Mip6 tiene un efecto positivo sobre la actividad de estas proteinas
mencionadas, cuya actividad estimula la transcripcion, explicaria la disminucién en
la actividad del promotor de TPK1. Pero las hipotesis propuestas no justifican el
aumento de los niveles de mensajero frente a la ausencia de Mip6, y el rol descripto
para Mip6 es en la atenuacion de la expresion de genes dependientes de Msn2/4
fuera de estrés, no en el aumento de la expresién en estrés térmico.

La discrepancia entre la actividad del promotor de TPK17 y sus niveles de
mRNA en la cepa mutante nos lleva a pensar que Mip6 podria estar actuando en
multiples niveles regulatorios, como a nivel transcripcional y también a nivel de

metabolismo del mensajero. Existe evidencia que indica que la vida del mMRNA esta
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altamente regulada por proteinas que controlan su almacenamiento y degradacion,
incluyendo factores de transcripcion o moduladores (Bregman et al., 2011;
Haimovich et al., 2013; Medina et al., 2014). Los pasos sobre los cuales Mip6 podria
tener rol sobre la regulacién son la exportacion, por su interaccion con Mex67, y la
degradacion del mensajero, por su interaccion son Xrn1y Rrp6.

Al ser una RBP, Mip6 podria interactuar con el mRNA de TPK7 y por su
interaccién con las exonucleasas, acercar el mensajero al complejo de degradacion.
Entonces, la ausencia de Mip6 disminuiria la degradacion del mRNA y por ende
aumentaria los niveles del mismo. Por otro lado, Mex67 es necesario en la
regulacion de la expresibn de genes dependientes de Msn2/4 por Mip6
(Martin-Exposito et al., 2019). Esta interaccion podria ser necesaria para la
exportacion de los mensajeros, lo que provocaria una acumulacion del mRNA en el
nucleo y explicaria el incremento en los niveles de mRNA en la cepa mip6A: el
MmRNA de TPK71 al acumularse en el nucleo no podria ser degradado por
exonucleasas citoplasmaticas, y al ser un mensajero maduro, tampoco seria
degradado por el exosoma nuclear, ya que este degrada principalmente mensajero
cuya transcripcion fue incorrecta. En base a los resultados de la Figura 9, panel A,
no es posible determinar si el aumento en los niveles enddégenos de mRNA de TPK1
se deben a una disminucion en la degradacion o en un aumento en su vida media;
si es posible establecer que el aumento en el nivel de mMRNA en la cepa mutante no
se debe a un aumento en la transcripcion del gen, ya que la Figura 13, panel A
muestra que la actividad del promotor no en aumenta en ausencia de Mip6.

Sin embargo, nuestro grupo ha demostrado que en una cepa xrn14, los niveles
de mRNA de TPK71 aumentan significativamente, mientras que los niveles de
proteina disminuyen; al mismo tiempo, la ausencia de Xrn1 impide el incremento de
la actividad del promotor de TPK1, y se registra reclutamiento de la exonucleasa al
promotor de TPK1 en estrés térmico (Resultados no publicados, Ortola-Martinez).
Esta evidencia nos inclina a pensar que el efecto observado en la cepa mutante
mip6A se deba a su interaccion funcional con Xrn1. En primer lugar, como se
describié anteriormente, la ausencia de la RBP provocaria la falta de interaccion
entre el mensajero y la exonucleasa, disminuyendo la degradaciéon del mMRNA y en
consecuencia generando el aumento de sus niveles en la cepa mutante. Por otro
lado, existe evidencia que Xrn1 se asocia a la cromatina para activar la transcripcion

durante el estrés (Garcia-Martinez et al., 2021), y si Mip6 fuera necesaria para esa
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interaccion, esto justificaria los resultados obtenidos en el ensayo de gen reportero,
y que este haya sido el mismo para las cepas mip6A y xrn1A. Por el momento, no
se ha registrado interaccion fisica entre Mip6 y Xrn1. No obstante, esta ultima
hipétesis no justifica la disminucién en los niveles proteicos de Tpk1 (Figura 10,
panel A) y la disminucion en la eficiencia de traduccién de Tpk1 (Figura 11) en
ausencia de Mip6. Estos resultados si serian explicados por la interaccion de Mip6
con Mex67, descripta anteriormente. Sin embargo, como la cepa xrn1A presenta
también una disminucion en los niveles proteicos de Tpk1, idéntico al observado en
mip6A, podria haber mas de un mecanismo involucrado.

Con respecto a la cepa salvaje, se sabe que en estrés térmico hay represion
traduccional global en la mayoria de los eucariotas cuando se someten a estrés
térmico (Causton et al., 2001; Gasch et al., 2000), por lo que la disminucion en la
relacion proteina/mRNA de TPK1 en la cepa salvaje en estrés térmico se explica por
esto. Ademas, el mensajero de TPK1 se localiza en foci particulares durante estrés

térmico, lo que impide su traducciéon (Cafonero et al., 2022).

Habiendo demostrado que Mip6 participa en la regulacion transcripcional de
TPK1, evaluamos el reclutamiento de Mip6 en presencia y ausencia de estrés
térmico. En condiciones normales de crecimiento la RBP se encuentra reclutada en
el promotor de TPK1 (Figura 15), pero este reclutamiento disminuye
pronunciadamente en estrés térmico, contrario a lo que ocurre con Xrn1 (Resultados
no publicados, Ortola-Martinez); por lo tanto, la idea mencionada previamente
vinculando Mip6 al reclutamiento de Xrn1 al promotor de TPK1, y este activando su
transcripcion, quedaria descartada . Como se menciona en la seccion de resultados,
Mip6 no posee dominios de unién al DNA, por lo que planteamos que la proteina
Msn2/4 podria interactuar tanto con el promotor de TPK71 como con la proteina
Mip6. Esta idea es apoyada por el hecho que Msn2/4 presenta el mismo patrén de
reclutamiento que Mip6 al promotor de TPK1(Pautasso and Rossi, 2014), y que la
zona evaluada del promotor de TPK1 posee elementos STRE, a los cuales se une
Msn2/4. Esta evidencia se contrapone a la idea de que Mip6 posee un efecto
positivo sobre Sgf3 o Sus1, ya que esta funcién se daria en estrés térmico, situacion
en la cual la RBP no se encuentra reclutada en el promotor. Habiendo descartado
esto, proponemos que Mip6 permite la respuesta a estrés mediada por Msn2/4

interactuando con este, y por lo tanto, los efectos observados en la actividad del
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promotor en la cepa mutante (Figura 13, panel A) se deben a la falta de interaccion
entre Mip6 y Msn2/4. Esta hipotesis se podria validar realizando un ensayo de
co-inmunoprecipitacion entre estas dos proteinas para evaluar su interaccion fisica,
como también evaluar el efecto de la ausencia de Mip6 sobre otros genes de

respuesta a estrés regulados por elementos STRE vy el factor Msn2/4.

Finalmente, en lo que respecta a los fenotipos, se observé que la cepa mip6A
muestra menor viabilidad celular y mayor acumulacion de glucégeno que la cepa
BY4741, lo que ocurre en concordancia con la acumulacién de otra reserva de
azucar, la trehalosa, inducida por el estrés térmico en la cepa mip6A
(Nufo-Cabanes et al., 2020). Esto significa que la ausencia de Mip6 genera una
disminucién en la actividad de la PKA. La baja actividad de la holoenzima podria
asociarse con la disminucién en los niveles proteicos de Tpk1 hasta cierto punto, ya
que la PKA posee también otras dos subunidades cataliticas, Tpk2 y Tpk3, cuyos
niveles proteicos no fueron evaluados. Ademas, la variacion en los niveles de
proteina no posee una relacion directa con la actividad de las mismas, por lo que la
baja actividad de la PKA observada en ausencia de Mip6 podria deberse a otras
razones. Como Mip6 se asocia con mRNAs de genes regulados por Msn2/4, y este
es un importante modulador de la respuesta a estrés a través de los elementos
STRE, la ausencia de la RBP estudiada en este trabajo podria tener un papel en la
ESR gatillada por estrés térmico. Esto le daria a Mip6 una gran funcion regulando el

programa de expresion desencadenado por Msn2/4.

Nuestros resultados han demostrado que la ausencia de Mip6 impide el
aumento en la actividad del promotor de TPKT1 frente al estrés térmico, pero
aumenta los niveles del mRNA y disminuye los niveles proteicos. Proponemos
entonces que Mip6 podria modular la regulacién tanto transcripcional como
post-transcripcional del gen TPK1, afectando asi la especificidad del camino
cAMP-PKA. Creemos que esta subunidad de la PKA es regulada por esta RBP a
través de su interaccion con Msn2/4, ya que presenta un patron de reclutamiento
similar al promotor de TPK1, por su interaccion fisica con Mex67, y por su
interacciéon funcional con Xrn1. El efecto observado sobre la actividad de la PKA a
través de los ensayos de fenotipo, por otro lado, puede deberse a que la regulacién
llevada a cabo por Mip6 sobre TPK7 ocurra también en otros genes dependientes

de Msn2/4, involucrados en la respuesta a estrés. Esto podria alterar la actividad de
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la PKA de manera indirecta; por ejemplo, regulando la expresion de un inhibidor de

la holoenzima.

En conclusion, nuestros resultados sobre la regulacidon transcripcional y
post-transcripcional del gen TPK71 en condiciones normales y de estrés térmico
contribuyen a la comprension de la sucesion de pasos que regulan la expresion de
la quinasa, y que participan en el mantenimiento de la especificidad de la via de

sefializacion cAMP-PKA de Saccharomyces cerevisiae.
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PERSPECTIVAS

Con el fin de continuar con la elucidacién del mecanismo por el cual Mip6 regula
transcripcional y post-transcripcionalmente la expresion del gen TPK1, en primer
lugar, planteariamos evaluar la participacion de la RBP en la exportacion y
localizacion en granulos del mRNA de TPK1, ya que se encuentra descripto que
este se acumula en foci citoplasmaticos durante estrés térmico (Cafonero et al.,
2022), y que Mip6 se acumula en granulos de estrés durante estrés térmico
(Martin-Expésito et al., 2019). Por microscopia de fluorescencia confocal podria
analizarse la localizacion subcelular de los mensajeros de TPK171 en las células
salvajes y mutantes en condiciones control y frente al estrés térmico, y evaluar la
co-localizacién con Mip6.

Por otro lado, también quisiéramos estudiar la interaccion fisica entre Mip6 y
Msn2/4, realizando un ensayo de co-inmunoprecipitacion. En linea con esto,
buscariamos evaluar si el reclutamiento de Mip6 sobre el promotor de TPK1 es
dependiente de Msn2/4, para lo cual podria repetirse el ensayo de ChIP-gPCR de
Mip6 sobre el promotor de TPK7 en una cepa doble mutante msn2Amsn4A.
También, se podria repetir los mismos experimentos realizados en este trabajo, pero
evaluando distintos genes de respuesta a estrés regulados por Msn2/4. Podria
evaluarse también la interaccién fisica entre Xrn1 y Mip6 mediante un ensayo de

co-inmunoprecipitacion.
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