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Introduccioén

1. TERAPIA INMUNOSUPRESORA. FK506

Las mejoras introducidas durante los ultimos 20 anos en el campo de los
transplantes de o6rganos han permitido su expansién a pacientes de edad
avanzada o pertenecientes a grupos de alto riesgo. Aunque este éxito se debe
en parte a mejoras en la cirugia del transplante, en las técnicas de

preservacion de 6rganos y en el cuidado postoperatorio, el mayor determinante

ha sido la introduccioén de las drogas inmunosupresoras Ciclosporina A (CsA) y
Tacrolimus (FK506).

FK506 CsA

Fig. 1. Estructura molecular de los inmunosupresores FK506 y Ciclosporina A.

Las nuevas terapias inmunosupresoras, al atajar eficazmente la respuesta
linfocitaria, han disminuido considerablemente la incidencia de episodios de
rechazo agudo en los transplantes, aumentando la supervivencia del injerto.
Sin embargo, no ha habido un incremento apreciable en la vida media de los
transplantes cadavéricos de rifidn con respecto de los 8-10 afios conseguidos
antes de la introduccion de esta terapia. La razon fundamental es la aparicidn
de nuevas patologias asociadas al tratamiento inmunosupresor, cada vez mas
frecuentes al incrementarse la edad de los donantes potenciales. Por ello, los
efectos secundarios asociados a los tratamientos inmunosupresores con CsA 'y
FK506 son una de las causas mas comunes de la perdida de injertos a corto vy,

sobre todo, a largo plazo (de Mattos, Olyaei et al. 2000).
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A pesar de su disparidad quimica, CsA y FK506 inhiben la activacién de
linfocitos T a través de un mecanismo comun. Ambas drogas forman complejos
con proteinas intracelulares conocidas como inmunofilinas (CsA con ciclofilina y
FK506 con FKBP12, del inglés FK506-Binding Protein 12). Los complejos
inmunofilina-droga inhiben selectivamente a la Calcineurina, una serina-
treonina fosfatasa requerida para la transduccidn de sefales a través del
receptor de células T. De esta forma CsA y FK506 previenen la entrada en el
nucleo del factor de transcripciéon de células T activadas (NF-AT, del inglés
Nuclear Factor of Activated T-cells). Como consecuencia de ello, ambas drogas
bloquean la transcripcion de diferentes citoquinas (interleuquinas 2, 3, 4, 5,
interferén, factor de necrosis tumoral, etc.) en linfocitos T activados, con lo que

éstos no proliferan (Schreiber y Crabtree 1992).

Aunque estas drogas son igualmente toxicas, su perfil no terapéutico es
diferente, siendo algunos efectos secundarios mas comunmente asociados a
CsA y otros a FK506. En el caso de CsA, las toxicidades mas relevantes
clinicamente son la nefrotoxicidad, el dafio vascular renal y la hipertensién.
Otros efectos incluyen hepatotoxicidad, neurotoxicidad, hiperplasia gingival,
hipertricosis y neoplasias. Los efectos no terapéuticos mas adversos asociados
al FK506 son la nefrotoxicidad, complicaciones infecciosas, neoplasias,
neurotoxicidad y, fundamentalmente, efectos diabetogénicos (Vanrenterghem
1999).
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Fig. 2. Mecanismo de inmunosupresion de FK506 y CsA e hipotesis de trabajo.

De los efectos secundarios, la diabetes mellitus de novo post-transplante
(DMPT) es uno de los mas relevantes que afectan tanto a la calidad de vida
como al resultado de los transplantes (Weir y Fink 1999). Aunque tanto CsA
como FK506 favorecen la DMPT, en especial cuando se asocia a tratamiento
con esteroides, varios ensayos clinicos han demostrado que el riesgo es de
unas 4-5 veces mayor con FK506 (Knoll y Bell 1999). De hecho, cuando se
utilizan los nuevos criterios de la ADA (American Diabetes Association), el 32%
de los pacientes que reciben FK506 desarrollan DMPT durante el primer afo
del transplante, y un 15% adicional desarrolla glucemia anémala en ayunas
(Maes, Kuypers et al. 2001). El efecto diabetégeno de FK506 parece deberse
fundamentalmente a un defecto en la secrecion de insulina (van Duijnhoven,
Christiaans et al. 2002) por las células B pancreaticas. Se ha descrito que
FK506 reduce drasticamente el numero de granulos secretores endocrinos de
estas células (Hirano, Fujihira et al. 1992; Drachenberg, Klassen et al. 1999).
Ademas, FK506 también ha disminuido la liberacion de insulina, el contenido

de insulina y la concentracion del ARNm de insulina en lineas célulares e
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islotes de rata y humanos (Redmon, Olson et al. 1996; Paty, Harmon et al.
2002; Polastri, Galbiati et al. 2002; Oetjen, Baun et al. 2003). FK506 también
suprime la expresion del gen de insulina, que es inducida por la elevacion de
Ca?" intracelular a través de la ruta de calcineurina/NF-AT (Lawrence, Bhatt et
al. 2001). Desgraciadamente los mecanismos moleculares involucrados en este
defecto secretor de insulina provocado por FK506 son desconocidos.
Recientemente se ha postulado que el responsable de estos efectos es una
disminucién de la actividad glucokinasa inducida por el inmunosupresor (Radu,
Fujimoto et al. 2005). El conocimiento en profundidad de estos mecanismos
resulta de gran importancia para establecer estrategias de prevencion y
tratamiento de la DMPT.

La consideracion mas importante de toda estrategia cuyo objetivo es controlar y
reducir la toxicidad asociada a la inmunosupresion es examinar si los dafos
producidos pueden ser reversibles. Para ello, es necesario profundizar en dos
aspectos asociados a estas terapias. El primero consiste en comprender a
escala molecular los mecanismos a través de los cuales ambas drogas
producen toxicidad. ElI segundo es el desarrollo de técnicas de diagndstico
precisas de estos efectos toxicos. La toxicidad asociada bien a FK506 o a CsA
puede deberse a dos causas principales: 1) la inhibicion de calcineurina en
células diferentes a los linfocitos T y 2) la modulacién de la actividad de nuevas
dianas intracelulares distintas a calcineurina, bien de forma directa o a través
de los complejos inmunofilina — droga. La evidencia experimental apoya ambos
mecanismos como responsables de los efectos secundarios. En relacion con la
primera causa, tanto FK506 como CsA presentan perfiles no terapéuticos
similares. Ademas, analogos de FK506 que no inhiben a calcineurina no
presentan dichos efectos (Dumont 2000). Por otro lado, algunos de los efectos
secundarios descritos anteriormente parecen ser mas especificos para un
farmaco en particular, sugiriendo la existencia de dianas moleculares mas
susceptibles de ser inhibidas por una droga que por otra (Vanrenterghem
1999).
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2. LEVADURA COMO SISTEMA MODELO

La levadura de gemacion Saccharomyces cerevisiae es uno de los modelos
mas adecuados para el estudio de problemas bioldgicos. Es un sistema
eucariota, con una complejidad solo ligeramente superior a la de la bacteria
pero compartiendo con ella muchas de sus ventajas técnicas (Sherman 2002).
Ademas de su rapido crecimiento, dispersién de las células y la facilidad con
que se replican cultivos y aislan mutantes, destaca por un sencillo y versatil
sistema de transformacion de ADN (Gietz, Schiestl et al. 1995). Por otro lado, la
ausencia de patogenicidad permite su manipulacibn con las minimas

precauciones.

S. cerevisiae es un sistema genético que, a diferencia de la mayoria de otros
microorganismos, presenta dos fases bioldgicas estables: haploide y diploide.
La fase haploide permite generar, aislar y caracterizar mutantes con mucha
facilidad, mientras que en la diploide se pueden realizar estudios de
complementacion. Ademas, el desarrollo de protocolos de introduccion de ADN
exdgeno facilita mucho la manipulacion genética de este microorganismo. Los
genes asociados a practicamente cualquier fenotipo pueden ser aislados
mediante la complementacion de mutantes a partir de genotecas genomicas o
de ADNc. EI ADN introducido en las células de levadura puede ser
autorreplicante o integrarse en el genoma. Como la integracion de moléculas
de ADN en el genoma ocurre casi exclusivamente por recombinaciéon
homodloga, es muy sencillo reemplazar fragmentos de ADN de secuencia
conocida. De esta forma se pueden intercambiar las copias normales de genes
por otras alteradas o inactivas. Los fenotipos asociados a la pérdida de funcion
de los diferentes genes han permitido comprender su papel fisiolégico con gran
precision. Una ventaja adicional de este microorganismo consiste en que se
conoce la secuencia completa de su genoma (Goffeau, Barrell et al. 1996) y se
mantiene en constante revision (Kumar, Harrison et al. 2002). Ello ha permitido
la manipulacion genética de los casi 6600 genes que codifica el genoma de
levadura (Oliver 1996), el uso extensivo de micromatrices de ADN para

investigar el transcriptoma (DeRisi, lyer et al. 1997; Brown y Botstein 1999) y
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estudios a escala gendmica de, entre otros muchos aspectos, la expresion
génica (Velculescu, Zhang et al. 1997), localizacibn de proteinas (Ross-
Macdonald, Coelho et al. 1999) y la organizacién funcional del genoma
(Giaever, Chu et al. 2002) y el proteoma (Gavin, Bosche et al. 2002; Gavin,
Aloy et al. 2006).

La maquinaria molecular de muchos procesos celulares se encuentra
conservada tanto en levadura como en mamiferos. Esto se ilustra con el hecho
de que rutinariamente se han introducido genes de mamifero en levadura para
el analisis sistematico de su funcion. Muchos genes humanos relacionados con
enfermedades tienen ortélogos (esto es, genes derivados de un ancestro
comun) en levadura (Ploger, Zhang et al. 2000). S. cerevisiae se ha utilizado
numerosas veces con éxito como herramienta para la comprensién de los
mecanismos de accién de determinadas drogas (Matthews y Kopczynski 2001)
como los inmunosupresores ya mencionados FK506 y CsA (Cardenas, Cruz et
al. 1999). El mecanismo de accion de estas drogas se encuentra conservado
tanto en células T humanas como en S. cerevisiae (Cardenas, Hemenway et al.
1994; Cardenas, Cruz et al. 1999). De forma similar a las células T, FK506 y
CsA se unen a sus correspondientes inmunofilinas en levaduras, codificadas
por los genes FPR y CyP respectivamente, e inhiben al homédlogo de
calcineurina en levadura. La proteina fosfatasa calcineurina no se requiere para
el crecimiento vegetativo en levaduras, pero si es esencial para la
supervivencia de la célula en presencia de feromonas o altas concentraciones
de cationes mono- y divalentes. Por esta razén, las levaduras crecidas en
medio con FK506 y CsA exhiben una hipersensibilidad a sales de Na®, Li* y
Mg?* (Breuder, Hemenway et al. 1994). Este fenotipo no sélo ha permitido
estudiar la implicacion de calcineurina en diferentes procesos biolégicos, sino

profundizar en los mecanismos de inhibicién de estas drogas.
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3. RUTA DE CONTROL TRADUCCIONAL

El tratamiento con FK506 inhibe la toma de aminoacidos en levadura e induce
la traduccién del activador transcripcional Gen4p (Heitman, Koller et al. 1993).
La traduccion de GCN4 es controlada por una ruta reguladora llamada ruta de
control general de nutrientes (GCN, de General Control of Nutrients) y que se
activa por el ayuno de aminoacidos o purinas (Hinnebusch 1997), limitacion de
glucosa o crecimiento en etanol (Yang, Wek et al. 2000), alta salinidad
(Goossens, Dever et al. 2001), tratamiento con el agente alquilante metil
metanosulfonato (Natarajan, Meyer et al. 2001) y tratamiento con rapamicina
(Valenzuela, Aranda et al. 2001) .

En respuesta a la escasez de nutrientes, S. cerevisiae activa la proteina kinasa
Gcen2p, que fosforila la subunidad o del factor 2 eucariético de iniciacion de la
traduccion (elF2a) en la serina 51 (Hinnebusch 1997). elF2 es responsable de

llevar el metionil-ARNt iniciador cargado (Met-ARNtiMet)

a la subunidad pequena
(40S) del ribosoma en el primer paso de la iniciacién de la traduccion. Este
ARNt cargado se une al ribosoma en forma de un complejo ternario que

contiene el propio Met-ARNtM®!

y GTP y luego se libera en forma de complejo
binario elF2-GDP. El factor elF2B es el encargado de reciclar el elF2-GDP de
nuevo en elF2-GTP. La fosforilacidon de elF2a transforma a elF2-GDP de
sustrato a inhibidor de elF2B, lo que impide la formacion del complejo ternario
(ver Figura 3). Esta reduccién de la cantidad de complejo ternario no es
responsable de una inhibicién sustancial de la sintesis proteica, pero si del
aumento de la traduccion de GCN4 (Hinnebusch 1997). elF2B esta formado
por cinco subunidades, codificadas por cuatro genes esenciales y uno no
esencial: GCN3. Gen3p es la subunidad reguladora, asi que un mutante Agcn3
es incapaz de activar la traduccién de GCN4 en condiciones de ayuno ya que
elF2B se hace resistente a la inhibicion por por elF2a fosforilado (Bushman,

Foiani et al. 1993).

La regulacion traduccional de GCN4 esta mediada por cuatro pequefas pautas

de lectura localizadas en la region 5'- no traducida (UORFs, de untranslated
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Open Reading Frames). En células sin limitaciéon de nutrientes, las uORFs
bloquean eficientemente la traduccion de GCN4, aunque en realidad son la
UORF1 y la uORF4 las principales responsables (Abastado, Miller et al. 1991;
Hinnebusch 1997). De acuerdo con el mecanismo de escaneo de la iniciacion
de la traduccioén, cada una de estas cuatro uUORFs del ARNm de GCN4 deberia
ser seleccionada como sitios de iniciacion antes de llegar al codén de iniciacion
de la ORF de Gcn4p. Ademas, finalizada la traduccidon de una ORF, la
reiniciacion de otra corriente abajo es generalmente poco eficiente. Asi que en
condiciones de no limitacidon de nutrientes, aproximadamente sélo el 50% de
las subunidades ribosomales 40S que terminan el escaneo de la uORF1
retoman el escaneo a lo largo de la region 5 no traducida. De éstas,
virtualmente todas lo hacen en la uORF4, después de la cual se disocian del

ARNm. Después de la privacion de aminoacidos o purinas la reduccion de los

ARNt descargados

GCN1

acNe GCN20

elF2-GDP elF2(a){(P)

GCD11 |
sul3 | elF2-GDP GCD6 GCD1 5
suI2 Vf elF2B | GCD2 GCD7 | -~ ©lF2B (QEF)
! GCN3 :
elF2-GTP elF2-GTP

d 1

(Niveles b?ajos)

tRNA;Met

(Niveles altos)v
TC

Condiciones normales Condiciones de ayuno

Fig. 3. Modelo para el control traduccional de GCN4 mediante la fosforilacion de elF2a por
Gcen2p. (Modificado a partir de (Hinnebusch 2005))
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niveles activos de elF2, y por tanto de la cantidad de complejo ternario, permite
que los ribosomas lleguen a la uORF4 antes de poder unirse a un complejo
ternario, por lo que aumenta la cantidad de ribosomas que llegan a traducir
GCN4 (Cigan, Feng et al. 1988; Dever, Feng et al. 1992).

El ayuno de aminoacidos provoca una acumulacion de ARNt descargados.
Estos ARNt descargados se unen a un dominio regulador similar al histidil-
ARNL sintetasa (HisRS) y localizado en la zona C terminal del dominio proteina
kinasa de Gen2p (Wek, Zhu et al. 1995) produciendo un cambio conformacional
que estimula su actividad kinasa. Se ha propuesto que la interaccion del
dominio HisRS unido a ARNLt interacciona fisicamente con el dominio kinasa
para activarlo (Qiu, Dong et al. 2001). El ayuno de cualquier aminoacido
dispara la activacion de Gecn2p (Wek, Zhu et al. 1995) y, consistentemente,
Gcen2p se une a muchos tipos de ARNt descargados con afinidades similares,
pero muestra una afinidad reducida por la forma cargada de cualquier ARNt. La
actividad de Gcen2p requiere dimerizacion, funcibn que recae en los
aproximadamente 160 residuos aminoacidicos del extremo C-terminal (Qiu,
Garcia-Barrio et al. 1998). Por otro lado la activacion de Gen2p por ARNt
descargados también requiere interacciones entre el dominio N Terminal de
Gcen2p y el complejo proteico Gen1p-Gen20p (Garcia-Barrio, Dong et al. 2000)

y de este complejo con el ribosoma (Marton, Vazquez de Aldana et al. 1997).
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-:: el F2{a]®

elF2

Fig. 4. Modelo hipotético para el papel estimulador del complejo Gcn1p/Gen20p en la
activacion de Gen2p mediante ARNt descargados en el sitio A ribosomal. Gen2p se presenta
como un dimero con el ARNt unido al dominio similar a HisRS y activando el dominio PK
(Proteina Kinasa). Tanto el complejo Gen1p/Gen20p como Gen2p pueden unirse al ribosoma.
En este caso se postula que el ARNt descargado actua como ligando activador para la union
(modificada a partir de (Hinnebusch 2005).

También puede inducirse la traduccion de GCN4 independientemente de
Gcen2p. Por ejemplo, de una manera dependiente de PKA y de las uORFs,
GCN4 se induce durante el paso de un medio rico en aminoacidos a un medio
minimo (Tzamarias, Roussou et al. 1989). Otro ejemplo es la desrepresion de
GCN4 en un mutante Abud27 (Gstaiger, Luke et al. 2003), proceso que ocurre
por rutas Gcecn2p-dependientes e independientes a la vez. Aunque el
mecanismo de esta induccion es aun desconocido se postula que requiere la

participacion de elF2B.
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Por otro lado, en la actividad del factor Gen4p influyen procesos reguladores
que actuan sobre su estabilidad o su funcion. En este ultimo caso es importante
Cpc2p, como proteina que inhibe la actividad Gen4p (Hoffmann, Mosch et al.
1999; Hinnebusch y Natarajan 2002).

Los niveles altos de Gcndp estimulan la expresion de muchos genes (ver
figura 5), principalmente aquellos implicados en la biosintesis de aminoacidos.
(Hinnebusch y Natarajan 2002).

Moléculas Reguladoras ]
Genes de protein kinasas: 11 [ Otros genes: 363 ]
Genes de subunidades reguladoras de fosfatasas: 4
Genes de factores de transcripcion: 26 Genes de biosintesis de
7 purinas: 5
[ Genes peroxisomales: 6 ] Y
T [ Genes del metabolismo de ]
. . Glucégeno y trehalosa: 10
Proteinas de la familia de &
[ Transportadores mitocondriales: 10 ] ACTIVACION L

T Genes de autofagia: 3
[ Genes de biosintesis de ] Genes de proteasa vacuolar: 2

Vitaminas/cofactores: 16 A
< [ Genes de transporte de 1

inoacidos: 6
Genes de biosintesis de aminoacidos
Precursores de aminoacidos: 4 [

Genes de biosintesis de
aminoacidos: 73

V'S

Gcndp

Proteinas ribosomales,

REPRESION Factor de traduccion y

Otros genes

Fig. 5. Representacion esquematica de las categorias funcionales de los genes activados por
Gcen4p (modificado a partir de (Hinnebusch y Natarajan 2002)).
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Control traduccional y serina-treonina fosfatasas

La ruta GCN se regula negativamente por fosfatasas. Segun el residuo
aminoacidico que son capaces de defosforilar las fosfatasas eucariotas se
pueden dividir en serina-treonina fosfatasas, tirosina fosfatasas, fosfatasas de
especificidad dual e histidina fosfatasas. Del primer tipo existen dos familias: la
familia de las PPP fosfatasas, entre las que se encuentran las del tipo 1 (PP1),
las del tipo 2A (PP2A) y las del tipo 2B (PP2B); y la familia de las PP2C o PPM
fosfatasas (Stark 1996; Dombradi, Krieglstein et al. 2002).

En S. cerevisiae, la subunidad catalitica de la unica PP1 esta codificada por el
gen esencial GLC7. Existen otras fosfatasas muy relacionadas con ésta:
Ppz1p, Ppz2p y Ppqglp. Glc7p es capaz de defosforilar elF2a ya que se ha
visto que una versidon truncada de la proteina, que actua como dominante
negativo, es capaz de recuperar la fosforilacion de dicha subunidad en un
mutante gcn2-507, con Gcn2p parcialmente defectiva (Wek, Cannon et al.
1992). Glc7p esta ademas involucrado en otras muchos procesos fisiologicos:
progresion de ciclo celular (Hisamoto, Sugimoto et al. 1994), sintesis de
glucégeno (Cannon, Pringle et al. 1994), represion por glucosa (Tu y Carlson
1994), meiosis (Tu, Song et al. 1996), procesamiento del ARNm (He y Moore
2005) y regulaciéon de la homeostasis ionica (Williams-Hart, Wu et al. 2002).
Glc7p tiene poca especificidad de sustrato por si solo. Su especificidad viene
dictada por distintas subunidades reguladoras que facilitan la interaccion de la
fosfatasa con diferentes sustratos o que alteran su actividad. Hay descritas al
menos nueve subunidades reguladoras de Glc7p en levadura (Stark 1996)

aunque se postula la existencia de otras muchas.

La funcion de otras dos serina-treonina fosfatasas del tipo PP1, las
parcialmente redundantes Ppz1p y Ppz2p, esta implicada en la integridad de la
pared celular y la regulaciéon de la homeostasis idnica y del ciclo celular (Posas,
Camps et al. 1995; Clotet, Gari et al. 1999). La disrupcion de estos genes
aumenta la concentracion de potasio intracelular, la tolerancia a

concentraciones toxicas de cloruro de litio, la sensibilidad a cafeina y la
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reentrada en ciclo tras un arresto en fase G1 con factor o (Yenush, Mulet et al.
2002).

Por otro lado se ha descrito que la defosforilacion de la serina 577 de Gen2p
también es capaz de activar su funcion kinasa. Esta defosforilacion es llevada a
cabo por la fosfatasa del tipo PP2A Sit4p junto con la proteina reguladora
Tap42p (Cherkasova y Hinnebusch 2003). El efecto de Sit4p sobre la ruta GCN
es mas complejo, ya que de algun modo es también capaz de inducir directa o
indirectamente la defosforilacion de elF2a (Rohde, Campbell et al. 2004). Sit4p
también tiene multiples funciones en la célula aparte de la ya mencionada.
Entre ellas cabe destacar su participacion en progresion del ciclo celular
(Sutton, Immanuel et al. 1991), reparaciéon del ADN (Douville, David et al.
2004), envejecimiento (Hayashi, Nomura et al. 2005), biogénesis vy
organizacion de la pared celular (Angeles de la Torre-Ruiz, Torres et al. 2002) y

homeostasis ionica (Manlandro, Haydon et al. 2005).

Control traduccional en mamiferos

Gcen2p tiene cuatro proteinas ortélogas en células de mamifero. De ellos,
mGcn2p comparte la misma funcién: es capaz de fosforilar elF2a de un modo
dependiente del dominio HisRS (Sood, Porter et al. 2000). Y lo hace en
respuesta a ayuno de aminoacidos o defectos en la aminoacilacion de ARNt
(Clemens, Galpine et al. 1987; Kimball, Antonetti et al. 1991). Mientras, las
otras tres kinasas de elF2a, conocidas como PERK, HRI y PKR, son activadas
en respuesta a proteinas sin plegar en el reticulo, deficiencia de grupos hemo y
presencia de ARN bicatenario, respectivamente (Samuel 1993; Kaufman 1999).
La activacion de cualquiera de las kinasas conduce a una inhibicion general de
la iniciacion de la traduccion consistente con la supresion de los niveles de
complejo ternario, y ademas estimula especificamente la traduccion del ARNm
de ATF4. ATF4 codifica un activador transcripcional (de la misma familia b-ZIP
a la que pertenece Gcndp) del factor de transcripcion inducible por estrés
CHOP/GADD153 (Novoa, Zeng et al. 2001). La induccién de la traduccion de
ATF4 es dependiente de dos uORFs del ARNm y ocurre esencialmente por el
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mismo mecanismo de reiniciacion establecido para GCN4 (Hinnebusch 2005).
La fosforilacion de elF2a estimula la traduccion de otros genes en mamiferos,
entre los que se incluyen C/EBPa (Calkhoven, Muller et al. 2000) y CAT-1
(Fernandez, Yaman et al. 2002), pero en estos casos se desconoce la
implicacién exacta de los niveles reducidos de complejo ternario. La activacion
de NF-xB por mGcen2p o PERK si parece implicar a la reduccion general de la
traduccion, ya que la sintesis de su inhibidor, IkBa, no es capaz de superar su

rapida tasa de degradacion (Jiang y Wek 2005).

La fosforilacion de elF2a parece, por tanto, un mecanismo conservado usado,
desde levaduras a mamiferos, para reducir la tasa general de sintesis de
proteinas mientras simultdaneamente se incrementa la expresion de activadores

transcripcionales cuya funcién se requiere en condiciones de estrés o ayuno.
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4. RUTA DE RESPUESTA A ESTRES OSMOTICO

Las células disponen de multiples mecanismos de regulacién que les permiten
adaptarse a condiciones de estrés fisioldgico y ambiental. En respuesta a
estrés osmotico la mayoria de ellas se adaptan acumulando solutos
compatibles para equilibrar la presion osmética celular con el ambiente externo,
evitando asi la pérdida de agua intracelular. Los solutos compatibles son
moléculas pequefias que no dafan los componentes celulares, como la
betaina, glicina, sorbitol, sacarosa, glicerol o aminoacidos (Welsh 2000).

Saccharomyces cerevisiae utiliza glicerol como soluto compatible.

La deteccion del estrés y la transduccion de la seial dependen de rutas de
sefalizacion, altamente conservadas en eucariotas, compuestas de un mddulo
de serina-treonina proteina kinasas activadas secuencialmente, incluyendo una
MAP (de Mitogen-Activated Protein) kinasa kinasa kinasa (MAPKKK), una MAP
kinasa kinasa (MAPKK) y una MAP kinasa (MAPK). Las rutas de MAPK estan
también reguladas negativamente por defosforilacion mediante MAPK
fosfatasas (Kyriakis y Avruch 2001).

El primer efecto del incremento de la presion osmatica en la célula de levadura
es una disminucién brusca del volumen celular debido a la pérdida de agua. La
alta osmolaridad activa en levadura la ruta de la MAPK Hog1p (de High
Osmolarity Glycerol), o que conduce al incremento de la transcripciéon de
genes de respuesta a estrés y la acumulacién intracelular de glicerol (Mager y
Varela 1993; Kultz y Burg 1998). Los cambios en el tamano celular son
detectados por dos mecanosensores que actuan independientemente: Shol1p y
Sin1p. Se piensa que estas dos ramas superiores de la ruta HOG son
redundantes, pero hay evidencias de algunas diferencias. La rama de Sin1p
parece operar en un rango mucho mayor de osmolaridades que la rama de
Sho1p (Maeda, Takekawa et al. 1995; Van Wuytswinkel, Reiser et al. 2000) y

ésta parece ser dispensable en estreses osmoéticos moderados.
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En condiciones normales, en la rama de Sin1p este osmosensor, que es una
histidina-kinasa, fosforila a la proteina intermedia Ypd1p. Esta proteina
transfiere el grupo fosfato a la proteina reguladora de respuesta Sski1p. La
fosforilacion de Ssk1p impide la interaccion de esta proteina con las MAPKKKs
Ssk2p y Ssk22p, lo que las mantiene inactivas. La exposicion a alta
osmolaridad inhibe la actividad kinasa de Sin1p, lo que provoca la
defosforilacion de Ypdip y Sskip, la unibn de ésta a Ssk2p y la
autofosforilacion de la MAPKKK (O'Rourke y Herskowitz 2002).

La rama de Sho1p utiliza proteinas que son también componentes de las rutas
de MAPKs de respuesta a feromonas. Esta rama incluye a Ste20p, Ste50p y la
MAPKKK Ste11p. Ste20p activa Ste11p por fosforilacion durante la
sefalizacion de feromona y probablemente en respuesta a alta presidn
osmotica. Ste50p podria ser un cofactor de Ste11p (O'Rourke y Herskowitz
2002).

a) Rama de Sin1p b) Rama de Sho1p

Fig. 6. Las dos ramas superiores de la ruta HOG. Las flechas continuas negras indican
fosforilacién de serina, treonina o tirosina durante el aumento de la presién osmoética. Las
flechas discontinuas rosadas indican transferencia de grupos fosfato en condiciones normales.
(Modificado a partir de (O'Rourke y Herskowitz 2002))
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Ambas ramas convergen al nivel de la MAPKK Pbs2p, que se activa al ser
fosforilada por cualquiera de las tres MAPKKKs: Ssk2p, Ssk22p y Ste11p.
Pbs2p controla la fosforilacién dual (en la treonina 174 y la tirosina 176) y
activaciéon de Hog1p (Brewster, de Valoir et al. 1993) que posteriormente se
traslada al nucleo. Estudios de micromatrices de ADN indican que Hog1p
regula significativamente la expresién de unos 600 genes en respuesta a estrés
osmotico (Posas, Chambers et al. 2000; Rep, Krantz et al. 2000). Hog1p regula
parte de la expresién génica mediante fosforilacion directa de activadores
transcripcionales como Hot1p (Rep, Reiser et al. 1999), Msn2p y Msn4p
(Gasch 2002) y represores como Sko1p (Proft y Serrano 1999; Proft, Pascual-
Ahuir et al. 2001). Sko1p esta unido a promotores génicos en secuencias
similares a CRE (Cyclic AMP Response Elements) y al complejo represor
Tup1p-Ssn6p. La fosforilacion de Sko1p por Hog1p disminuye su afinidad por el
complejo represor, o que permite la transcripcidon de muchos genes implicados
en la adaptacién a la alta osmolaridad, como el gen ENA1, que codifica para
una ATPasa de sodio (Proft y Serrano 1999). Ademas, el Hog1p nuclear se
asocia con la maquinaria transcripcional y modula la unién a los promotores de
estos factores de transcripcion (Alepuz, Jovanovic et al. 2001; Proft y Struhl
2002) (ver figura 7).

La activacién constitutiva de la ruta HOG es perjudicial, asi que, al igual que en
otras cascadas de MAPK, existen fosfatasas que defosforilan Hog1p
disminuyendo su actividad. Estas son las tirosina-fosfatasas Ptp2p y Ptp3p, que
actuan sobre la tirosina 176 (Wurgler-Murphy, Maeda et al. 1997) y la treonina-
fosfatasa Ptc1p, que actua sobre la treonina 174 (Warmka, Hanneman et al.
2001). Ptp2p y Ptp3p también regulan la localizacion de Hog1p. Ptp3p induce la
retencion de Hog1p en el citoplasma, mientras que Ptp2p incrementa la
cantidad de Hog1p nuclear (Mattison y Ota 2000). Hog1p también controla su
propia distribucion intracelular mediante la induccién, regulada por su actividad

kinasa, de su exporte nuclear (Reiser, Ruis et al. 1999).

Otras respuestas al estrés osmoético incluyen la inhibicibn de la toma de
nutrientes, de la sintesis de proteinas y de la expresién de genes que codifican

para proteinas ribosomales en levadura (Mager y Varela 1993; Posas,
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Chambers et al. 2000). Aunque no esta clara la manera en que el estrés
osmotico controla la disminucion de la sintesis de proteinas, evidencias
recientes sugieren que podria estar mediada por la propia ruta de la MAPK
Hog1p (Teige, Scheikl et al. 2001; Uesono y Toh 2002; Rodriguez-Hernandez,
Sanchez-Perez et al. 2003).

La progresion a lo largo del ciclo celular también se ve afectada por el estrés
osmatico. Un choque osmotico provoca una acumulacion temporal de células
en las fases G1 y G2 del ciclo (Alexander, Tyers et al. 2001). La diana directa
de la regulacion del ciclo celular en fase G1 por Hog1p es el inhibidor de
kinasas dependientes de ciclina (CDKs) Sic1p (Escote, Zapater et al. 2004;
Zapater, Clotet et al. 2005). Recientemente se ha descrito que la fosforilacién
de la kinasa Hsl1p por Hog1p es la responsable del arresto en fase G2 tras un

choque osmotico (Clotet, Escote et al. 2006).

Condiciones basales Estrés osmético
@ Tup1
2 P
Ssn6 p
O Transcripcion
No hay \
transcripcion Sko1 ¢ Puente
Promotor GRE2 Promotor GRE2

(b) P2

P m
Q% &
No hay ; -
@ transcripcion Hot1 (;Pu%‘ Po

.

@ - Transcripcion

Promotor GPD1 Promotor GPD1

(c) ﬁ

o O

No hay @ @ Transcripcion
transcripcion ,—>
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Fig. 7. Activacion transcripcional de tres genes regulados osmaéticamente. (Modificado a partir
de (O'Rourke y Herskowitz 2002)).
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Respuesta a estrés osmético en mamiferos

En células de mamifero, la alta osmolaridad activa una familia de MAPKs
conocida como MAPKs activadas por estrés (SAPKs, de Stress-Activated
mitogen-activated Protein Kinases) (Han, Lee et al. 1994; Kyriakis y Avruch
2001; de Nadal, Alepuz et al. 2002). Las SAPKs incluyen a las familias de p38 y
de la kinasa del extremo N-terminal de c-jun (JNK). Se han descrito dianas de
las SAPK implicadas en regulacion transcripcional (Zervos, Faccio et al. 1995;
Wang y Ron 1996; Chow, Rincon et al. 1997), control post-transcripcional y
traduccional de la expresion génica (Dean, Brook et al. 1999; Winzen, Kracht et
al. 1999; Mahtani, Brook et al. 2001) y progresion del ciclo celular (Molnar,
Theodoras et al. 1997; Mikhailov, Shinohara et al. 2005). Esto refleja el
importante papel que juegan las SAPKs en muchos aspectos de la fisiologia de

la célula eucariota (Kyriakis y Avruch 2001).

Como en las células de levadura, el efecto inmediato de la exposicién de
células de mamifero a un medio hiperosmoético es la disminuciéon del volumen
debido a una pérdida de agua. Para mantener la homeostasis y la
supervivencia celulares en estas condiciones, se activan respuestas
adaptativas destinadas a restaurar el volumen celular (O'Neill 1999) y reforzar
la arquitectura citoesquelética (Di Ciano, Nie et al. 2002). Es muy poco lo que
se conoce sobre los sensores primarios de este estrés osmatico, y se postulan
como candidatos sensores de solutos intracelulares, osmosensores de

membrana y osmosensores asociados a citoesqueleto (Kultz y Burg 1998).

El gen ortélogo en mamiferos de HOG1 es p38 (Widmann, Gibson et al. 1999).
p38, como Hog1p, contiene la secuencia aceptora de grupos fosfato Thr-Gly-
Tyr (Han, Lee et al. 1994; Herskowitz 1995). Esta bien establecido que la ruta
de la MAPK p38 se activa en respuesta a variadas sefiales de estrés fisico,
ademas del osmatico, como temperatura y luz ultravioleta. Esta ruta también es
estimulada por ciertas citoquinas proinflamatorias como la interleuquina 1 y el
factor de necrosis tumoral (TNF) y factores de crecimiento como el factor de
crecimiento transformante (TGF) y el factor estimulante de colonia de
granulocitos (CSF-1) (Platanias 2003; Zarubin y Han 2005).
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Existen dos MAPK kinasas especificas de p38, MKK3 y MKKG6. De estas, es
MKK3 la mas importante en la respuesta a estrés osmotico. Recientemente se
ha descubierto la participacidén de otras proteinas que actuian como andamiaje
de la cadena de fosforilaciones que conducen a la activacion de p38 (Uhlik,
Abell et al. 2003). Asi, el complejo Rac-OSM-MEKK3-MKK3 seria el
equivalente mamifero del complejo Cdc42p-Ste50p-Ste11p-Pbs2p de la

levadura (ver Figura 8).

Levadura Mamifero
(Cdcad) (Caca2)
Qrez> s
Pbs2

Actina

(=)

Adaptacion

Fig. 8. Modelo esquematico comparativo de las rutas de sefalizacién y respuesta a estrés

osmotico en levadura y mamifero (Modificado a partir de (Uhlik, Abell et al. 2003)).

Una vez activada, la MAPK p38 puede estimular directa o indirectamente
multiples efectores para generar una respuesta bioldgica. Con respecto al
estrés osmoético, p38 regula la transcripcién (Sheikh-Hamad, Di Mari et al.
1998; Garmyn, Mammone et al. 2001) y la modificacion post-traduccional de
proteinas remodeladoras del citoesqueleto (lto, Okamoto et al. 1997; Landry y
Huot 1999).

p38 esta implicada en funciones tan importantes como: regulacion de apoptosis
en respuesta a estrés ambiental (Xia, Dickens et al. 1995; Johnson, Gardner et
al. 1996), progresion del ciclo celular (Molnar, Theodoras et al. 1997),
respuesta a isquemia (Bogoyevitch, Gillespie-Brown et al. 1996) y desarrollo
cardiovascular (Wang, Huang et al. 1998). En la respuesta inmunoldgica

desempenfia un importante papel en la regulacion de la maduracion de células T
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(Lu, Yang et al. 1999), en su activacion (Matsuda, Shibasaki et al. 2000) y en la
estabilizacion y aumento de la traduccion de ARNm de proteinas
proinflamatorias (Dean, Brook et al. 1999; Winzen, Kracht et al. 1999; Mahtani,
Brook et al. 2001).

De nuevo, la cinética de activacion de las rutas de respuesta a estrés es
determinante para la supervivencia celular. En este balance desempefia un
papel importante la regulacién negativa, que en el caso de la ruta p38 esta
mediada por MAPK fosfatasas (MKPs) de especificidad dual (treonina/tirosina).
Estas fosfatasas se inducen en presencia de estrés ambiental y factores de
crecimiento (Hirsch y Stork 1997; Keyse 2000) Las dos isoformas
predominantes son MKP1 y MKP2, presentes en una gran variedad de tipos
celulares (Hirsch y Stork 1997).
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5. DIABETES

La prevalencia de la diabetes mellitus es mayor en pacientes transplantados
comparados con la poblacidn general. Esencialmente, esto se debe al
tratamiento inmunosupresor (Noble y Markham 1995; Jindal, Sidner et al. 1997,
Spencer, Goa et al. 1997; Jain, Khanna et al. 1999). Tanto el tratamiento con
CsA como con FK506 estan asociados con un aumento de la incidencia de la
diabetes. Sin embargo, estudios comparativos entre la diabetogenicidad de uno
y otro inmunosupresor han mostrado que la incidencia de la diabetes mellitus
post-transplante es cinco veces mayor con el uso de FK506 (Pirsch, Miller et al.
1997).

La diabetes mellitus es una enfermedad caracterizada por altos niveles de
glucosa en la sangre. La glucosa es el combustible esencial del organismo, y
su concentracion en el torrente sanguineo es controlada por muchas

hormonas. La insulina es la mas importante.

El nivel de glucosa en sangre, cuyo nivel basal esta en los 70-110 mg/dI, puede
subir por tres razones: ingesta, catabolismo del glucégeno o gluconeogénesis
hepatica. El valor de la subida de la glucosa sanguinea al comer depende del
tipo de carbohidrato ingerido, la tasa de digestion y la de absorcion. Al ser la
glucosa una molécula polar su absorcion por la pared intestinal requiere
transportadores especializados (los llamados GLUT), de los que hay cinco
tipos. En cuanto a la produccion de glucosa, ya sea a partir del glucégeno o por
sintesis de novo, la mayor parte se lleva a cabo en el higado, que también es el
mayor consumidor. Asi, el higado es capaz de equilibrar los niveles de glucosa
(Dean y McEntyre 2004).

El aumento de glucosa en sangre tras una comida es detectado por las células

B del pancreas, que responden liberando insulina (ver Figura 9):

1. Los transportadores GLUT2 transportan la glucosa al interior celular. Una

vez alli la glucokinasa la fosforila a glucosa-6-fosfato.
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2. Mientras continua el metabolismo de la glucosa se produce ATP en la
mitocondria.

3. El incremento en la proporcion ATP:ADP cierra canales de potasio
dependientes de ATP de la membrana plasmatica evitando la salida de iones
K.

4. El aumento de la carga positiva intracelular despolariza la célula.

5. Se abren canales de calcio dependientes de voltaje, permitiendo la entrada
de iones Ca?*

6. Finalmente, el aumento de la concentracion intracelular de calcio dispara la

secrecion por exocitosis de la insulina.

Glucosa
I
4 y N\
Glucosa-6-fosfato

s

a*
3 ,:'2

N
Canal de K* = @, . ATP? @
Sensible a ATP —K* ADP d'/

~?0 my 2+
Ca

! A S
Depolarizacion 50 M= _/

4 S~—— [ +)
|
ca
Canal de Ca?*

dependiente
de voltaje

Fig. 9. Modelo esquematico de la liberacion de insulina en la célula B pancreatica (modificado a
partir de (Dean y McEntyre 2004)

Hay dos fases en la liberacion de la insulina. La primera es inmediata y se
atribuye a la insulina ya sintetizada y almacenada en granulos. Tras un corto
intervalo hay una segunda liberacion, mas prolongada, de insulina recién
sintetizada. Esta bien establecido que un aumento en los niveles de glucosa
induce tanto la transcripcion del gen de insulina, como la traducciéon de su

ARNmM y la secrecion de la hormona (Itoh y Okamoto 1980; Lang 1999).
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La union de la insulina a su receptor de membrana (IR) en los tejidos diana
desencadena una cascada de fosforilaciones y defosforilaciones, tanto de las
distintas subunidades del receptor, como de sustratos intracelulares del mismo
(Chang, Chiang et al. 2004). El efecto ultimo es una amplia gama de acciones
separadas en el tiempo. Casi inmediatamente se promueve la entrada de
glucosa en las células que expresan el transportador GLUT4 (musculo
esquelético y adipocitos). La hormona aumenta tanto la actividad como la
cantidad de estos transportadores, promoviendo su reclutamiento desde
reservorios intracelulares hasta la membrana plasmatica (Rea y James 1997).
No todos los tejidos precisan insulina para la toma de glucosa. Higado,
eritrocitos, mucosa intestinal, rinidon y células del sistema nervioso utilizan
transportadores independientes de insulina. Tras minutos u horas, la insulina
altera la actividad, mediante fosforilacion, de diversas enzimas: aumentandola
en el caso de glicdlisis y sintesis de glucogeno (hepatocitos y miocitos) y grasa
(adipocitos) e inhibiéndola en el de la gluconeogénesis (Dean y McEntyre
2004). Tras varios dias, la insulina incrementa la cantidad de muchas enzimas
metabdlicas. Estos datos reflejan una influencia de la hormona en varios
niveles: transcripcion génica, ARNm y sintesis enzimatica (Leibiger, Leibiger et
al. 2002).

En pacientes diabéticos las células estdan ayunadas de glucosa, a pesar de la
existencia del nutriente en abundancia. Hay un defecto, total o parcial, en la
produccion de insulina en el organismo, o la hormona no es todo lo efectiva que
deberia (Dean y McEntyre 2004). La diabetes se ha clasificado en dos tipos
principales: 1 y 2. La diabetes tipo 1 es un sindrome autoinmune en el que el
sistema inmunologico ataca el pancreas, haciéndolo incapaz de producir
insulina. La diabetes tipo 2 esta asociada con una combinacion de defectos en
la secrecion y accidén de la insulina y comprende alrededor del 95% de los
casos (Saltiel 2001). Existen otros tipos de diabetes con menor incidencia. Uno
de ellos es la diabetes gestacional, que se presenta cuando la produccion de
insulina materna es incapaz de neutralizar el bloqueo que sobre ella ejercen
ciertas hormonas placentarias (Metzger y Coustan 1998). Otras formas de
diabetes son muy raras y su origen es una mutacién monogénica (Dean y
McEntyre 2004).
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Los pacientes aquejados de diabetes tipo 2 pueden presentar un defecto en la
secrecion de insulina, una resistencia a los efectos de la misma o una
combinacion de ambos factores. En la mayoria de casos la resistencia a
insulina precede durante anos al desarrollo de la enfermedad. Hay datos que
indican una predisposicion genética a la resistencia a insulina, pero también
existen factores ambientales decisivos, como la obesidad, la vida sedentaria, el
embarazo y un exceso de hormona. Durante estadios tempranos, la resistencia
a insulina es compensada con una hiperinsulinemia, lo que rinde una tolerancia
normal a la glucosa. Posteriormente, un aumento de la resistencia, o un
descenso en la produccién de la hormona, afectan decisivamente a la
homeostasis de glucosa (Evans, Goldfine et al. 2002). En este tipo de diabetes,
la estimulacién prolongada de las células B termina con las reservas de
granulos de insulina. Las células B ya no son capaces de secretar “pulsos” de
insulina y dejan de responder a cambios en la concentracion de glucosa. La
hiperglicemia también puede causar una disminucion en la cantidad de
transportadores y por tanto originar resistencia periférica a insulina (Nussey y
Whitehead 2001).

La presencia constante de una alta concentracion de un soluto como la glucosa
en el torrente sanguineo también es una complicacién de la diabetes. La
hiperglicemia provoca un desajuste osmotico inductor de glucosuria, diuresis
osmotica, deshidratacion y disminucion de la funcién renal. El aumento de la
diuresis esta relacionado con la pérdida de grandes volumenes de liquido (y
por tanto, de peso corporal) y la consiguiente desregulacién de la
concentracion de electrolitos (Chiasson, Aris-dilwan et al. 2003). Este estado,
llamado Estado Hiperglicémico Hiperosmolar (o HHS, del inglés Hyperglycemic
Hyperosmolar State) puede presentar sintomas que van desde la fiebre o
distension abdominal, a otros mas graves como el coma. El grado de dafno esta
relacionado con la osmolaridad del suero (Munshi, Martin et al. 1994; Delaney,
Zisman et al. 2000).

La diabetes es la causa mas comun de ceguera en la edad adulta, de
insuficiencia renal terminal con necesidad de dialisis y transplante y de

amputacion de miembros sin existencia de trauma. También es un factor muy
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importante en la etiologia del infarto de miocardio. La mayoria de las
complicaciones de la diabetes provienen de dafios en los vasos sanguineos.
Aquéllos que afectan a vasos de la retina, rifidn y sistema nervioso dan lugar a
las retinopatias, nefropatias y neuropatias, respectivamente. La diabetes

también promueve la apariciéon de trombosis (Nussey y Whitehead 2001).

La prevalencia actual de la diabetes tipo 2 alcanza proporciones epidémicas y
sigue aumentando su incidencia a un ritmo preocupante. Se estima que 1 de
cada 3 nifos nacidos en el afio 2000 sufriran diabetes en alguin momento de
sus vidas (Narayan, Boyle et al. 2003), llegando a afectar en un par de décadas

al menos a 500 millones de personas en el mundo (King, Aubert et al. 1998).

p38 y diabetes

Las altas concentraciones en sangre de glucosa y acidos grasos libres
provocan estrés oxidativo, debido principalmente a la sobreproduccion de
especies reactivas de oxigeno en la mitocondria. Este estrés oxidativo, y la
consiguiente activacion de rutas sensibles a estrés como la de p38, se ha
propuesto como un punto clave en el desarrollo de resistencia a insulina y
disfuncion de las células productoras de insulina, las células  pancreaticas
(Evans, Goldfine et al. 2002). Por otro lado, la funcién de p38 es activada por
insulina, y se ha visto que la inhibicién de esta MAPK disminuye el transporte
de glucosa (Sweeney, Somwar et al. 1999). Ademas, p38 juega un papel clave
en el desarrollo del pancreas endocrino al participar activamente, estimulada
por la glucosa, en la translocaciéon al nucleo del factor de transcripcién PDX1,

capaz de unirse al promotor de insulina (Macfarlane, McKinnon et al. 1999).
Control traduccional y diabetes

Estudios recientes han demostrado que mutaciones en el gen de una de las
kinasas de elF2a, PERK, son las responsables del sindrome Wolcott-Rallison,

un raro desorden genético caracterizado por una diabetes tipo | infantil (Wolcott
y Rallison 1972; Stoss, Pesch et al. 1982; Delepine, Nicolino et al. 2000). Estos
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pacientes tienen hipoplasia pancreatica y pocas células B productoras de
insulina (Thornton, Carson et al. 1997). De una manera similar, ratones
deficientes en PERK también desarrollan hiperglicemia y muerte de células 3
con la edad de una manera dependiente de la disminucién de la fosforilacion de
elF2a (Harding, Zeng et al. 2001; Scheuner, Song et al. 2001).

En contraste a la hiperglicemia observada en estos ratones deficientes en
PERK, una mutacibn homocigoética que elimina la fosforilacion de
elF2a, mediante el reemplazo de la serina 51 fosforilable por una alanina,
causa el efecto opuesto en la homeostasis de glucosa (Scheuner, Song et al.
2001). Estos ratones nacen sin defectos, pero poco tiempo después desarrollan
una hipoglicemia letal. Este dato apoya la participacion de otras kinasas de
elF2a. PERK es la principal de estas kinasas del pancreas, aunque PKR y
GCN2 también se expresan en este 6rgano (Shi, Taylor et al. 2003). mGcn2p
parece el principal candidato ya que el pancreas incrementa la secrecion de
insulina en respuesta a aminoacidos y ademas ratones deficientes en HRI o

PKR no desarrollan diabetes.

Por otro lado, evidencias recientes han demostrado que la regulaciéon
traduccional a través de elF2a es esencial para el incremento en la produccién
de insulina a la hora de hacer frente a una dieta alta en grasas (Scheuner,
Mierde et al. 2005).

Fosfatasas y diabetes

Varios estudios con ratones deficientes en la tirosina-fosfatasa PTP1B han
demostrado que esta fosfatasa atenua la senal de insulina en tejidos de
mamiferos. Ratones deficientes en el gen presentan una sensibilidad
incrementada a la insulina y son muy resistentes al desarrollo de obesidad
(Elchebly, Payette et al. 1999; Klaman, Boss et al. 2000).

Por otro lado, una propiedad bien establecida de la diabetes tipo 2 es la

incapacidad de activar la serina-treonina fosfatasa PP1, que defosforila y activa
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la glucdégeno sintasa. Individuos con diabetes tipo 2 podrian presentar una
desregulacion o disfuncién de esta fosfatasa, en las que podrian jugar un papel

fundamental sus subunidades reguladoras (Hubbard y Cohen 1993).
Finalmente, y por lo antes mencionado, el uso de fosfatasas como dianas

terapéuticas de la diabetes es un tema crucial de la discusion cientifica en la

actualidad (Shenolikar y Brautigan 2000).
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6. TUNGSTATO

El descubrimiento en 1980 de que el vanadato, un compuesto inorganico poco
presente en el medio ambiente, presentaba efectos insulinomiméticos ha
estimulado la busqueda de otros compuestos inorganicos que provoquen los
mismos resultados. No sélo el vanadato ha demostrado tener propiedades
antidiabéticas tanto in vivo como en células y tejidos aislados, también otros
compuestos como selenato (Ezaki 1990), molibdato (Reul, Becker et al. 1997) y

tungstato (Barbera, Rodriguez-Gil et al. 1994) las poseen.

Tungstato y vanadato son similares quimicamente. Vanadio (V) y tungsteno
(VI) tienen la misma configuracion electrénica (d°) y sus aniones presentan
geometria tetraédrica, como el fosfato. Ademas el molibdato comparte
propiedades con ambos. El selenato también se asemeja al fosfato en su
configuracion espacial tetraédrica. Asi que esta estructura puede ser

importante para la accion de estos compuestos.

En modelos animales estas sales han ejercido su accién administradas
oralmente. La insulina no es efectiva en mamiferos si no es administrada
mediante inyeccion subcutanea, de ahi la importancia para la calidad de vida
de los pacientes diabéticos de la disponibilidad de sustitutos de la insulina

efectivos de una manera menos invasiva.

El vanadato estimula la fosforilacion del receptor de insulina (Tamura, Brown et
al. 1984). Ademas, el vanadato activa otras proteina kinasas e inhibe la
actividad tirosina-fosfatasa. Ambos efectos se pueden explicar por su similitud
estructural con el fosfato, aunque primeras evidencias acerca del mecanismo
de accion antidiabética del tungstato reflejan que ésta tiene lugar mediante una
ruta independiente del receptor de insulina (Dominguez, 2003). El vanadato
puede ser transportado dentro de la célula, como el fosfato, y es reducido a
vanadilo, compuesto de radio iénico similar al del magnesio. Hay controversia
acerca de si es el vanadato o el vanadilo el agente ultimo de los efectos

insulinomiméticos, sin embargo no existen formas analogas a vanadilo de

33



Introduccioén

molibdato y tungstato, asi que resulta mas probable que sean las formas
oxidadas las responsables de las propiedades antidiabéticas. Sin embargo, y a
pesar de que la estructura espacial, analoga a la de fosfato, de estos
compuestos parece ser determinante en su mecanismo de acciéon, el
tratamiento con vanadato presenta un abanico de efectos sobre procesos
celulares mucho mayor que el del tungstato, y por tanto una mayor toxicidad
terapéutica potencial (Dominguez, Munoz et al. 2003).

El tungstato (o wolframato) simula la mayoria de los efectos de la insulina y
presenta ademas un perfil de toxicidad mucho menor que el de otros metales
de transicion, tanto en tratamientos a corto como a largo plazo (Barbera, Gomis
et al. 2001; Domingo 2002). En muchos modelos animales de diabetes tipo 1y
tipo 2, el tungstato sddico administrado oralmente es capaz de normalizar la
glicemia y no causar hipoglicemia (Barbera, Rodriguez-Gil et al. 1994; Barbera,
Fernandez-Alvarez et al. 1997; Barbera, Gomis et al. 2001; Munoz, Barbera et
al. 2001). Ademas incrementa la cantidad total y la translocacion del
transportador GLUT4 en musculo (Giron, Caballero et al. 2003) y restaura el
metabolismo hepatico de la glucosa (Barbera, Rodriguez-Gil et al. 1994;
Munoz, Barbera et al. 2001) en ratas con diabetes inducida con
estreptozotocina. En ratas diabéticas obesas Zucker, el tungstato reduce la
hipertrigliceridemia (Munoz, Barbera et al. 2001). La administracion de
tungstato también estimula la secrecion de insulina (Barbera, Fernandez-
Alvarez et al. 1997; Rodriguez-Gallardo, Silvestre et al. 2000) y regenera la
poblacion de células B en ratas recién nacidas tratadas con estreptozotocina
(Barbera, Fernandez-Alvarez et al. 1997). In vitro, el tratamiento con tungstato
también imita la mayoria de los efectos metabdlicos de la insulina en cultivos
primarios de adipocitos, incluyendo estimulacién de lipogénesis, incorporacion
de hexosas, oxidacion de glucosa e inhibicién de lipdlisis (Li, Elberg et al.
1995). Por ultimo, y teniendo en cuenta la clara correlacion entre obesidad y
diabetes, evidencias recientes han demostrado que el tungstato es capaz de
disminuir significativamente la ganancia de peso y adiposidad incrementando la
disipacion de energia y aumentando la tasa de oxidacion de acidos grasos en

un modelo de ratas obesas (Claret, Corominola et al. 2005).

34



Introduccioén

A pesar de la cantidad de datos de que se dispone acerca de los efectos
metabdlicos y farmacoldgicos del tungstato, se desconocen sus mecanismos
moleculares de accion. El tungstato es conocido como inhibidor de fosfatasas
(Stuckey, Schubert et al. 1994; Egloff, Cohen et al. 1995; Fauman, Yuvaniyama
et al. 1996; Foster, Young et al. 1998), entre ellas, interesantemente, la
Glucosa-6-fosfatasa (Foster, Young et al. 1998) in vitro, lo que podria disminuir
in vivo la actividad gluconeogénica.
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Objetivos

1. ldentificacién de nuevas dianas moleculares de FK506 en Saccharomyces

cerevisiae.

2. Validacion de los efectos de FK506 en células humanas.

3. Identificacion y caracterizacién de pequefias moléculas moduladoras de la

toxicidad de FK506.
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Material y métodos

1. CULTIVO Y MANIPULACION CELULAR

1.1 Bacterias

Para el cultivo y manipulacion de bacterias se siguieron métodos estandar

(Sambrook y Russell 2001). El medio de cultivo utilizado ha sido:

Medio LB: (Luria Bertani)

Extracto de levadura 0,5%
Triptona-Peptona 1%
Cloruro sodico 1%

Llevar a pH 7 con NaOH

Bacto-Agar (si es preciso) 2%

En caso de necesitarlo suplementamos el medio con Ampicilina (AppliChem) a

una concentracion final de 100 pgr/mL.

1.2 Levaduras

Las cepas de levadura utilizadas en la presente tesis doctoral se muestran en
la Tabla 1. El cultivo y manipulacion de levaduras se llevd a cabo siguiendo

métodos estandar (Prinz 2003). Los medios de cultivo utilizados han sido:

Medio YPD: (Yeast extract — Peptone — Dextrose, medio complejo)

Extracto de levadura 1%
Peptona 2%
Glucosa (dextrosa) 2%

Medio SD: (Synthetic Defined, medio minimo)

Yeast Nitrogen Base sin aminoacidos (Difco) 0,7%
Glucosa 2%
Acido Succinico (ajustado a pH 5,5 con Tris) 0,59%
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Para el crecimiento de cepas auxoétrofas suplementamos el medio con
las siguientes concentraciones de aminoacidos y bases nitrogenadas:
Aminoacidos (excepto Histidina) 100 pgr/mL

Histidina y bases nitrogenadas 30 ugr/mL

En ambos casos se anadié Bacto-Agar (Difco) al 2% para la preparacion de

medios soélidos.

ENSAYOS DE CRECIMIENTO EN MEDIO SOLIDO (“GOTEOS”)

Realizamos diluciones decimales seriadas de cultivos liquidos de distintas
cepas de levadura y transferimos aproximadamente 3 ul de cada dilucion, con
la ayuda de un replicador (Sigma), a placas de medio soélido con las
condiciones diferenciales a estudiar. Posteriormente incubamos las placas
entre 2 y 5 dias. En el analisis del crecimiento tuvimos en cuenta tanto la mayor

dilucién a la cual aun se observa crecimiento como el tamano de colonia.

ENSAYOS DE CRECIMIENTO EN MEDIO LiQUIDO

La capacidad de crecimiento de cultivos de levadura en medio liquido se
cuantifico a lo largo del tiempo midiendo la densidad optica a 660 nm de dichos
cultivos (Burke, Dawson et al. 2000).

Los cultivos realizados en microplacas se registraron mediante un analizador
Bioscreen C (Thermo Labsystems). Medimos la densidad 6ptica con un filtro de
banda ancha (420-580 nm) para reducir la contribucion del medio a la lectura
de absorbancia. La temperatura de crecimiento fue 28,5°C y los cultivos fueron
sometidos a agitacién de intensidad media durante los 10 segundos previos a
la lectura de absorbancia. Esta lectura se llevo a cabo cada hora durante las
24,48 6 72 horas que durd el experimento.

El calculo del tiempo de duplicacion se realizé como se describe en (Warringer
y Blomberg 2003) con ayuda de las macros de VisualBasic descritas en el

mismo articulo.
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ENSAYOS DE VIABILIDAD

Para determinar el porcentaje de células viables en un cultivo liquido de
levaduras, cuantificamos la densidad celular mediante la absorbancia a 660
nm, realizamos diluciones seriadas hasta tener una densidad de 1000 células
por mL y plaqgueamos 0,2 mL en placas de YPD. Dos dias después

cuantificamos el nimero de colonias visibles.

ENSAYOS DE SINCRONIZACION CELULAR CON FACTOR ALFA.

Las células MATa se arrestan en fase G1 de su ciclo celular en respuesta a la
feromona de apareamiento Factor o (Sigma). Para realizar los ensayos de
sincronizacion diluimos un cultivo en fase exponencial de crecimiento hasta una
densidad o6ptica a 660 nm de 0,15-0,2. Posteriormente afiadimos Factor a a 4
ugr/mL. Para monitorizar el arresto en fase G1 del ciclo, cada 30 minutos se
tomd una muestra de cultivo y se cuantificé el nimero de células arrestadas
(células normales sin yema y células con morfologia de pera denominada
shmoo). Cuando el numero de células sin yema y shmoo alcanzé el 95% como

minimo se considero arrestado el cultivo y se procedio a su lavado.

Do .o, DY -

G2 S
Figura 10. Representacion esquemética del ciclo celular de la levadura

Para cuantificar la reentrada de las células en el ciclo celular, el cultivo
arrestado se lavé con suero salino (NaCl al 0,9% en agua destilada) dos veces
y se resuspendid en el medio de cultivo correspondiente sin Factor o. A
diferentes tiempos se tom6 1 mL de cultivo que se fijj6 con 75 uL de
formaldehido. En el microscopio se cuantific6 el numero de células sin y con

yema que presentaba el cultivo.
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TABLA 1. Lista de cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas

Nombre Descripcion Referencia

w303.1a MATa ade2—1 can1-100 his3—-11,15 (Goossens, Dever et al.
leu2-3,112 trp1—1 ura3-1 2001)

Agent w303.1a Agen1::kanMX

Agen2 w303.1a Agen2::kanMX

Agcn3 w303.1a Agcn3::kanMX

Agcn4 w303.1a Agen4::kanMX

Acnb1 w303.1a Acnb1::.LEU2 (Ferrando, Kron et al.

1995)
Ahog1 w303.1a Ahog1::LEU2 (Eberhardt y Hohmann
1995)

Aptp2 w303.1a Aptp2::LEU2 (Rep, Albertyn et al. 1999)

Aptp3 w303.1a Aptp3::URA3

Aptp2,3 w303.1a Aptp2::LEU2 Aptp3::URA3

Appz1 w303.1a Appz1::URA3 (Yenush, Mulet et al. 2002)

Appz1,2 w303.1a Appz1::URA3 Appz2:: TRP1

Atrk1,2 w303.1a Atrk1::LEU2 Atrk2::HIS3

JK93da MATa his4 HMLa leu2-3,112 rme1 trp1 (Dolinski, Muir et al. 1997)
ura3-52

Afpr1 JK93da fpr1::ADE2

Afpr2 JK93da Afpr2::URA3

Afpr3 JK93da Afpr3::URA3

Afprd JK93da Afpr4::G418

Afpr1-4 JK93da fpr1::ADE2 Afpr2::URA3
Afpr3::URA3 Afpr4::G418

H1402 MATa. ino1 leu2-3,112 ura3-52 HIS4-lacZz | (Wek, Cannon et al. 1992)

H1402 H1402 gcn2::LEU2

Agcen2

gcn2-507 H1402 gcn2-507

BY4741 MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 EUROSCARF

BY4741 BY4741 GCN2°-M719V-E1537G Mauricio Menacho

GCN2° Marquez (sin publicar)
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1.3 Mamiferos

La linea celular humana HEK293T (riidn embrionario) se cultivé rutinariamente
en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) con 4,5 g/L de glucosa
y suplementado con 10% de suero fetal bovino y 1 mM de glutamina. Para la
preparacion de DMEM con dos (2X) o cuatro (4X) veces mas aminoacidos, se
utilizé una solucion de aminoacidos concentrada 50 veces (Gibco) que se
diluyd en DMEM hasta las concentraciones deseadas. EI medio DMEM con
cuatro veces mas triptéfano se prepard anadiendo triptéfano (Difco) a una
concentracion final de 40,8 mg/L. Las células fueron cultivadas a una densidad
de 10° células por placa de 100 mm. Para el tratamiento con sorbitol, las
células se cultivaron en medio con 0,5% de suero bovino fetal durante 24
horas, luego se retir6 el medio y las células se trataron con las dosis
correspondientes de FK506 (Astellas Pharma) o Ciclosporina A (Novartis)
durante 1 hora. FK506 y Ciclosporina A se prepararon como soluciones madre
(1 mg/mL) en etanol y se diluyeron seriadamente en DMEM a las dosis
deseadas. A cada muestra se afiadid la cantidad correspondiente de etanol
para normalizar la concentracidn de solvente. Posteriormente se estimularon
las células con 0,5 M de sorbitol (Sigma), preparado en agua destilada, y se

anadio a las células a 80% de confluencia.
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2. TECNICAS DE TRANSFERENCIA GENICA

2.1 Preparacion de células competentes de bacteria

Utilizamos el método de los cationes divalentes (Hanahan 1986) que otorga
una eficiencia de unos 10°10* transformantes por nanogramo de plasmido.
Para ello enfriamos unos minutos en hielo un cultivo de 300 mL de bacterias en
fase exponencial. Centrifugamos 10 min. a 5000 rpm y resuspendimos las
células en 60 mL de medio RF1 frio. Dejamos 30 min. en hielo y volvimos a
centrifugar 10 min. a 5000 rpm. Resuspendimos de nuevo las células, con
ayuda de un voértex, en 10 mL de medio RF2 frio. Dejamos en hielo 15 min. y
distribuimos posteriormente en alicuotas de 50 uL en microtubos estériles.

Congelamos las alicuotas rapidamente y conservamos a -80°C.

Medio RF1:

RbCl 0,1M

MnCl; - H,O 50 mM

CaCl; - H,O 10 mM

Glicerol 15%

Acetato potasico 30 mM (pH 7,5 con acético)

Mezclar y ajustar a pH 5,8 con acético 0,2 M.

Medio RF2:

RbCl 10 mM

CaCly 75 mM

Glicerol 15%

MOPS 10 mM (pH 6,8 con NaOH)

Mezclar y ajustar a pH 6,8 con NaOH 1M.
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2.2 Transformaciones en bacteria

Para las transformaciones de bacteria utilizamos un protocolo sencillo estandar
de transformacién por choque térmico (Hanahan 1986). Se mezclaron 3 puL del
ADN de interés con 50 puL de bacterias competentes en glicerol 15%. Después
de incubar 30 minutos en hielo, la mezcla se calenté a 42°C durante 50
segundos y se volvidé a poner en hielo 1 minuto. Tras 1 hora recuperandose en

LB liquido con Ampicilina se sembraron en LB-agar con dicho antibidtico.

2.2 Transformaciones en levadura

Para la transformacién de levadura se recurrié al método del litio (Gietz,
Schiestl et al. 1995). Las células se trataron con acetato de litio 100 mM.
Después se mezclaron 50 uL de estas células con 1-5 uL del ADN a introducir
en la célula en una solucion conteniendo acetato de litio 100 mM,
Polietilenglicol (PEG) 4000 al 40%, y 2 mgr/mL de ADN monocatenario. La
mezcla se incubd 30 minutos a 30°C y luego se le aplicd un choque térmico de
42°C durante otros 30 minutos. Pasado ese tiempo se sembré en el medio

selectivo correspondiente.

Los plasmidos utilizados tanto en la transformacion de bacterias como en la de

levaduras se encuentran listados y descritos en la Tabla 2 y la Figura 11.
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TABLA 2. Listado de plasmidos utilizados

Nombre Descripcién Referencia
p180 Region 5’ no traducida (5'-UTR) del ARNm | (Yang, Wek et al. 2000)
de GCN4 fusionada a lacZ en YCp50
p227 5-UTR del ARNm de GCN4 con uORF
mutadas unido a lacZ en YCp50
pYB41 5-UTR del ARNm de GCN4 unido a lacZ
en pRS314
pMP206 lacZ bajo el control del promotor de CYC1 | (Proft y Serrano 1999)
pMP224 lacZ regulado por la URS de Sko1p del
promotor de ENA1
pFR70 lacZ bajo el control del promotor de ENA1 | (Marquez y Serrano 1996)
YEp24 Plasmido multicopia
p27-1 YEp24 que expresa una version truncada | (Wek, Cannon et al. 1992)
(faltan los aminoacidos del 209 al 312) de
Glc7p
p377 lacZ bajo el control del promotor de HIS4 (Pinson, Sagot et al. 1998)
YCplF1 Plasmido centromérico usado para (Foreman y Davis 1994)
complementar la auxotrofia a Leucina
YCplF4 Plasmido centromérico usado para
complementar la auxotrofia a Uracilo
YCplIF7 Plasmido centromérico usado para
complementar la auxotrofia a Histidina
YCplF15 Plasmido centromérico usado para
complementar la auxotrofia a Triptéfano
pGEX Vector de expresién en bacteria de (Garcia-Gimeno, Munoz et

proteinas fusionadas a GST

al. 2003)
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HindIII - 32

BglII - 9234

p180
11767 bp

AXhol - 8519

Kpnl - 8048

SphI - 4386
Sail - 4471
Nrul - 4794
Xmal - 6357 Neol - 5683
Apal - 5856

NotI - 1906
BamHI - 1925
Xmal - 1931
Smal - 1933
PsiT - 1941
EcoRI - 1943
T3 promoter - 5809
Kpnl - 5796
Apal - 5790

Xhol - 5777
Sall - 5771

EcoRIT - 4941

Xmal - 24

T7 promoter - 1862

Material y métodos

HindIII - 32

Bglll - 9234

p227
11767 bp

Xhol - 8519

Kpnl - 8048

Sphl - 4386
Sall - 4471
Nrul - 4794
Xmal - 6357 Neol - 5683
Apal - 5856
Xmal - 24
Smal - 26
BamHI - 29
Sall - 41
Pst] - 51

Bell - 1420

Apal - 3757
Neol - 3922

Bell - 1452

Apal - 3789
Neol - 3054
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Apal - 7110

EcoRI - 1985

Sail - 3405
Sphl - 3421
Bell - 4773 HindIII - 3423

AarIl - 9469 Bcell - 304

Neol - 2704
Apal - 2877

Apal - 4963
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Sall - 4060

Spil - 3973

Bell - 304
Xbal - 703

Hpal - 1686

Neol - 2704
Apal 2877

Xmal - 3378
Smal - 3380
BamHI - 3784
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Bell - 692
Bell - 692

BamHI - 951
Xmal - 956
Smal - 958

Apal - 4927

EBell - 4730

Apal - 3888

pGEX-KT PPZ1
6017 bp

Bell - 3691 Aatll - 1254

AarIl - 2293

Bell - 692

Apal - 4819

Bell - 4622

pGEX-3X GLC7
5909 bp

Apal - 1688

Aarll - 2185

Figura 11. Representacion esquematica de los plasmidos utilizados en el presente trabajo
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3. OBTENCION DE EXTRACTOS PROTEICOS

3.1 Extractos proteicos de levadura para transferencia a membrana

Para obtener extractos proteicos de levadura que luego se someterian a
electroforesis e inmunodeteccion se siguié el método del acido tricloroacético
(TCA) (Wright, Bruns et al. 1989). Para ello, cultivos en fase exponencial,
sometidos o0 no a los tratamientos a estudiar, se centrifugaron y, una vez
eliminado el sobrenadante, se resuspendieron en acido tricloroacético al 20%.
Las células se rompieron mediante la adicion de bolas de vidrio de 0,5 mm de
diametro y posterior agitacion con vortex. El extracto se centrifugd de nuevo y
se resuspendié en un volumen igual de tampon de carga de proteinas 2X (tris-
HCI 62,5 mM pH 8,7, SDS 2%, B-mercaptoetanol 5%, glicerol 10% y azul de
bromofenol 0,01%). La muestra se hirvid durante 5 minutos, se volvid a

centrifugar y se conservo el sobrenadante (Laemmli 1970).

3.2 Expresion y purificacion de proteinas recombinantes fusionadas a
GST

Se transformaron células de Escherichia coli DH5a con los plasmidos
correspondientes (ver Tabla 2) y se sembraron en placas de LB-agar con
ampicilina. Una vez seleccionados los transformantes, se crecieron a 37°C en
250 ml de LB liquido con Ampicilina hasta que alcanzaron una absorbancia a
600 nm de 0,3. Se afadi6 en ese momento isopropil-1-tio-p-D-
galactopiranésido (IPTG) 0,1 mM para inducir la expresion de la proteina
recombinante. Los cultivos se dejaron toda una noche a 25°C. Pasado este
tiempo se centrifugaron y las células se resuspendieron en 10 ml de tampdn de
sonicacion (tris-HCI 50 mM pH 7,6, EGTA 0,2 mM, NaCl 150 mM, glicerol 10%,
Triton X-100 0,1%, ditioeritritol 2 mM y MnCl, 2 mM). Las células se sonicaron
hasta que su rotura fue visible al microscopio. A partir de este momento todo el
proceso ocurrié a 4°C. Se recuper6 el extracto soluble mediante centrifugacion
(15 min, 40000 rpm) y se afadié a otro tubo junto con 1 ml de glutation-

sefarosa (Amersham Biosciences). La mezcla se incubd con agitacién suave
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durante 1 hora. Pasado ese tiempo se transfirid a una columna de
empaquetado (BioRad). Se recogié una muestra del extracto no unido. La
columna se lavé con 10 volumenes de columna de tampon de sonicado. Luego
se fueron afnadiendo, lentamente, 10 volumenes de columna de tampdn de
eluciéon (glutation 10 mM en tampdn de sonicado) y recogimos fracciones de

200 - 500 pl de la proteina recombinante.

3.3 Extractos proteicos de células humanas

Para extraer proteinas de células humanas en cultivo retiramos el medio y las
lavamos con PBS (8 mM Na;HPO,, 2 mM KH,PO,4, 150 mM NaCl). Tras
centrifugarlas a baja velocidad las células se resuspendieron en el siguiente
tampon de lisis: HEPES 25 mM pH 7,5, NaCl 300 mM, MgCl, 1,5 mM, EDTA
0,2 mM, Triton X-100 0,1%, ditiotreitol 0,5 mM, B-glicerofosfato 20 mM, NasVO,
0,1 mM, fluoruro de fenilmetanosulfonil (PMSF) 0,5 mM, leupeptina 1 pgr/ml,
pepstatina 0,5 pgr/ml y aprotinina 0,5 pgr/ml. Tras 15 minutos a 4°C se
clarificaron las muestras centrifugando a alta velocidad. Resuspendimos en

tampon de carga.
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4. ENSAYOS ENZIMATICOS

4.1 Ensayos de actividad B-galactosidasa en levaduras

Para valorar la expresion de genes dependientes del factor de transcripcion
Gendp y de la kinasa Hog1p se utilizd la técnica del gen reportero B-
galactosidasa (Serrano, Gancedo et al. 1973; Serebriiskii y Golemis 2000).
Brevemente, se subclona el gen bacteriano lacZ, que codifica la enzima f-
galactosidasa, bajo el control de la region reguladora a estudiar. Las

construcciones utilizadas aparecen en la Tabla 2.

En este caso el método de deteccion usado ha sido el del orto-nitrofenil-f3-
galactopiranésido (ONPG, de Merck). Tomamos 1-3 mL de cultivo en fase
exponencial y lo centrifugamos. Resuspendimos las células en 100 uL de
solucion GTED20 (Glicerol 20%, Tris-HCI 10 mM pH 7,6, EDTA 1 mM y
Ditiotreitol 1 mM). Se permeabilizaron las células afiadiendo 6 uL de TET
(Tolueno, Etanol y Tritdon X-100 al 10% en proporciones 1:4:1, respectivamente)
y agitando enérgicamente con voértex durante 3 minutos. La reaccion se llevo a
cabo con 10 pL de estas células a las que se afiade 190 pL de buffer-Z
(Fosfato sodico 0,1 M pH 7, KCI 10 mM, MgSO4 1 mM y B—mercaptoetanol 50
mM) y 40 uL de ONPG 13,3 mM.

Cuantificamos los ensayos mediante unidades f-gal, que se definen del
siguiente modo:

(1000 x Ag0 x Vi) / (t X p X V¢ X Asso)

Donde A4y es la absorbancia a 420 nm (el coeficiente de extincion del ONPG a
420 nm es 4,5 unidades de absorbancia por mM y por cm de paso de luz), V, el
volumen final de reaccion, t el tiempo de reaccion en minutos, p el paso de luz
en las condiciones de medida, V. el volumen equivalente de cultivo utilizado en
mL y Aeso la turbidez del cultivo. Estas unidades arbitrarias pueden ser tomadas
como una aproximacion a las unidades internacionales (nmoles / min x mgr de

proteina total) sin efectuar ninguna correccion.
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4.2 Ensayos de actividad fosfatasa con p-nitrofenilfosfato

La actividad fosfatasa usando p-nitrofenilfosfato (Sigma) como sustrato se llevo
a cabo como se ha descrito (Silberman, Speth et al. 1984). El tampdn de
reaccion fue Tris-HCI 50 mM pH 7,5, EGTA 0,1 mM, MnCl; 2 mM vy ditioeritritol
(DTE) 50 mM. Las muestras de fosfatasa purificada (GST-Glc7p y GST-Ppz1p)
o comercial (PP1 de Sigma) se incubaron durante 10-20 minutos a 30°C. La
cantidad de enzima utilizada fue de 1,8 ugr por ensayo. Para la estimacién de
la actividad especifica se elabord una curva patron del producto de reaccion, p-
nitrofenol, que iba desde 0 a 20 nmoles en tampdn de reaccion.

Las unidades de actividad fosfatasa utilizadas fueron las de nanomoles de p-
nitrofenol formado por minuto y miligramo de proteina, y se representd la
actividad como porcentaje de actividad con respecto a un control sin tratar.

Las ICsp se calcularon con ayuda del programa informatico SigmaPlot (Systat

Software, Inc.).
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5. ELECTROFORESIS Y TECNICAS DE DETECCION DE
PROTEINAS

5.1 Electroforesis de proteinas

La separacion de proteinas por electroforesis se llevd a cabo en condiciones
desnaturalizantes en geles discontinuos de poliacrilamida y SDS (SDS-PAGE),
utilizando el sistema MiniProtean 3 (BioRad). Estos geles constan de una zona
superior de compactacion (acrilamida:bisacrilamida 29:1 al 5%, tris-HCI 125
mM pH 6,8, SDS 0,1%) y wuna zona inferior de resolucién
(acrilamida:bisacrilamida 29:1 al 7-15% segun el tamafio de las proteinas a
separar, tris-HCI 375 mM pH 8,8, SDS 0,1%). La electroforesis se realizé a
diferencia de potencial constante de 120 V en tampdn de electroforesis SDS-
PAGE 1X (glicina 192 mM, trizma base 25 mM y SDS 0,1%). En todos los
casos se utilizaron marcadores pretefiidos de peso molecular: Kaleidoscope
(6,9-201 kDa, BioRad), Precision Plus Dual color (6,9-201 kDa, BioRad) y Page
Ruler (11-170 kDa, Fermentas).

5.2 Transferencia a membrana

La membrana de PVDF (Immobilon-P, Millipore), usada con los extractos de
células humanas se pretraté sumergiéndola sucesivamente en metanol, agua y
tampén de transferencia durante unos segundos. La membrana de
nitrocelulosa (Protran, Schleicher & Schuell), que se usé con los extractos

proteicos de levadura, no requiere dicho tratamiento.

Para la transferencia a membrana se utilizé el set Mini-Trans Blot (BioRad) y
tampdén de transferencia (tampon de electroforesis SDS-PAGE 1X, metanol
20%). La transferencia se realizé a intensidad constante de 170-190 mA

durante 60-70 min. con refrigeracion.
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5.3 Tincion de geles con Coomassie Blue

Se utilizé la técnica de tincion por Coomassie (Meyer y Lamberts 1965). Se
sumergieron los geles de acrilamida durante al menos 15 min en solucion de
tefiido (azul brillante Coomassie R250 (Serva) 0,25% disuelto en metanol
(Panreac) al 50% y acido acético (Merck) al 10%). El exceso de colorante se

elimind con una solucién de destefiido (metanol 30% y acido acético 10%).

5.4 Tincion de membranas con Ponceau S

Esta técnica se utilizO para comprobar la eficiencia de transferencia a
membrana y como control interno de carga (Korotzer, Bergquist et al. 1961). Se
sumergieron las membranas en la solucion colorante (Ponceau S (Sigma) al
0,1%, acido acético al 5%) durante al menos una hora con agitaciéon. El exceso

de colorante se retir6 con agua destilada.

5.5 Inmunodeteccion de proteinas transferidas a membrana

Las membranas se bloquearon en agitacion durante un minimo de dos horas
con leche desnatada (Regilait) al 0,5-2%, dependiendo de la especificidad del
anticuerpo usado, disuelta en tampén TBS (50 mM Tris-HCI pH 7,6; 3 mM KCI
y 200 mM NaCl) con Tween 0,05-0,1%, en funcién también del anticuerpo
(Johnson, Gautsch et al. 1984). La inmunodeteccion (Harlow y Lane 1988)
comenzd con la incubacion de la membrana con el anticuerpo primario
correspondiente (Tabla 3), diluido en TBS-Tween (TBS-T) sélo o con leche al

0,5%, con agitacion durante toda la noche a 4°C.

Después de la incubacion con el anticuerpo primario, la membrana se sometié
a tres lavados de 5 minutos cada uno en TBS-T-Leche con agitacién a
temperatura ambiente. Posteriormente la membrana se incubo durante 30-120
minutos a temperatura ambiente y en agitacion con el correspondiente
anticuerpo secundario (anti-lgG de raton conjugado a peroxidasa, BioRad)
diluido 1:20000 en TBS-T y leche al 0,5%. El exceso de anticuerpo se retird con

tres lavados de 10 minutos cada uno con TBS-T. La deteccién se realizd
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usando un sistema de quimioluminiscencia (ECL Plus Western Blotting
Detection System, Amersham Biosciences) segun recomendaciones del

fabricante. La sefal se analizo utilizando peliculas de rayos X (Biomax Light-1,

Kodak).

TABLA 3: Lista de anticuerpos utilizados.

Nombre Descripcion Origen
Anti Fosfo-elF2a. | Reconoce la serina 51 fosforilada de la | Cell Signaling
subunidad o del factor eucariético de | Technology
iniciacion 2 (elF2)
Anti elF2a Reconoce elF2a Cell Signaling
Technology
Anti Fosfo-p38 Reconoce la MAP kinasa p38 fosforilada | Cell Signaling
en la treonina 180 y la tirosina 182 Technology
Anti p38 Reconoce los aminoacidos del 341 al 360 | Santa  Cruz
de p38 Biotechnology
Anti Fosfo-JNK Detecta la forma activa (doblemente | Promega
fosforilada) de la kinasa del N-terminal de
c-Jun (JNK)
Anti MKP1 Detecta la fosfatasa MKP1 (fosfatasa de | Santa  Cruz
MAP kinasas) Biotechnology
Anti MKP2 Detecta la fosfatasa MKP2 Santa Cruz
Biotechnology
Anti  IgG  de | Anticuerpo conjugado a peroxidasa de | BioRad
conejo rabano
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6. ANALISIS DE CITOMETRIA DE FLUJO

Las células HEK293T se pretrataron con FK506 o el inhibidor de p38
SB203580 (Calbiochem) durante 1 hora, y luego estimuladas con Sorbitol 0,5 M
como se describe en el apartado 1.3. Cinco horas después se recogieron tanto
las células adheridas como las no adheridas. Se lavaron con PBS
aproximadamente un millén de células y se incubaron con 25 ugr/ml de ioduro
de propidio (Sigma). Los datos fueron representados utilizando el programa
informatico CellQuest. Para cada muestra se analizaron 10000 eventos (Becton

Dickinson Immunocytometry Systems).
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7. ANALISIS HPLC DE IONES

Para la realizacion de estos experimentos se siguié esencialmente el protocolo

descrito en (Mulet y Serrano 2002) aunque con algunos cambios.

Se crecieron los cultivos a 30°C en 50 ml. de medio minimo en las condiciones
de estudio hasta que alcanzaron la entrada en fase logaritmica de crecimiento.
Cada toma de muestra se hizo en triplicados de 1,2 mL cada uno. Se
centrifugaron y se elimin6 el sobrenadante. El sedimento se resuspendio en
600 pL de agua MilliQ. De éstos, 100 uL se usaron para determinar la densidad
optica. Los otros 500 puL se hirvieron durante 15 minutos a 95°C para luego
incubarlos en hielo durante otros 10 minutos. Las muestras se centrifugaron 3

minutos a maxima velocidad y el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo.

El ion potasio fue medido por cromatografia liquida de alta resolucion (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC), para la que se us6 una columna
IC-PakCation y un detector de conductividad Waters 432. La elucion se llevé a
cabo con un flujo isocratico de EDTA 0,1 mM y HNO3; 3 mM, como fase movil,
preparada con agua MilliQ (resistividad de 18,2 MQ/cm). El soporte informatico
utilizado para el procesamiento de los datos fue el programa Millenium®

version 3.20 (Waters Corporation).
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1. Caracterizacion de los efectos de FK506 en levadura.

1.1 FK506 produce sensibilidad a estrés osmético en levadura de un

modo independiente de calcineurina y las proteinas de unién a FK506.

Con el fin de identificar nuevas dianas moleculares de FK506, probamos los
efectos de este inmunosupresor sobre el crecimiento de levadura bajo
diferentes condiciones de cultivo. Usamos la cepa parental w303.1a (o WT, del
inglés Wild Type) y el mutante Acnb1, que carece del gen que codifica la
subunidad reguladora de calcineurina CNB1 y no tiene actividad calcineurina
detectable. FK506, ademas de inhibir el crecimiento en condiciones normales,
incremento la sensibilidad de la levadura a la alta osmolaridad en ambas cepas
(Figura 12A). CsA no indujo ninguna sensibilidad a este estrés osmotico a
dosis 20 veces mayores que las que se usaron con FK506 (Figura 12A). Otras
posibles dianas mediadoras de este efecto pueden ser algunas de las
inmunofilinas de FK506 en levadura. S. cerevisiae tiene cuatro de estas
proteinas, codificadas por los genes FPR1 a FPR4 (Dolinski, Muir et al. 1997).
Los mutantes Afpr1 a 4 y el cuadruple mutante Afpr1-4 son viables y no
presentan resistencia a FK506 a altas dosis (Dolinski, Muir et al. 1997). Como
se muestra en la Figura 12B, la interrupcion de los genes de inmunofilinas no
mejord la sensibilidad a estrés osmoético producida por FK506. Por tanto, la
sensibilidad a alta osmolaridad inducida por FK506 en levadura es

independiente de calcineurina e inmunofilinas.
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Fig. 12. A, crecimiento de las cepas WT (w303.1a) y mutante Acnb1 en placas de YPD con
FK506 (50 ugr/mL), CsA (1 mg/mL) y/o sorbitol (1,5 M). B, crecimiento del WT (JK93da) y los
mutantes Afpr1 a 4 y Afpr1-4 en placas de YPD con FK506 (10 pgr/mL) y/o sorbitol (1 M). Se

usaron dosis equitdxicas de FK506 para los fondos genéticos w303.1a y JK93da.
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1.2. La prototrofia a triptéfano o el exceso de triptéfano rescatan la

sensibilidad a estrés osmoético inducida por FK506 en levadura.

FK506 afecta negativamente al crecimiento de S. cerevisiae mediante la
inhibicion de la entrada de triptéfano, histidina y leucina en cepas auxotrofas
para estos aminoacidos (Heitman, Koller et al. 1993; Schmidt, Hall et al. 1994).
De acuerdo con esto, la prototrofia para uno de estos aminoacidos o un exceso
de triptéfano o histidina afiadidos al medio de crecimiento alivian el defecto de
crecimiento (Schmidt, Hall et al. 1994). Con objeto de determinar si la
prototrofia a aminoacidos modulaba la toxicidad de FK506 en levadura, se
crecio un conjunto de cepas WT prototrofas para histidina, leucina, triptéfano o
uracilo en un medio que contenia FK506 y sorbitol. Sélo la cepa WT-TRP1 fue
capaz de crecer en estas condiciones (Figura 13A). Por otro lado, el exceso de
triptéfano en el medio de crecimiento también mitigd la sensibilidad osmoética de
la levadura causada por FK506 en la cepa salvaje y el mutante Acnb1 (Figura
13B). Estos resultados confirman que la disponibilidad de triptéfano alivia la
sensibilidad a estrés osmatico inducida por FK506 de un modo independiente

de calcineurina.
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Fig. 13. A, crecimiento del WT y las cepas protétrofas WT-HIS3, LEU2, TRP1 y URA3 en
placas de YPD con FK506 (50 ugr/mL) y/o sorbitol (1 M). B, crecimiento de las cepas WT y
Acnb1 en placas de YPD con FK506 (50 ugr/mL) y/o sorbitol (1 M) suplementado o no con un

exceso de cuatro veces de triptéfano (4xTrp).
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1.3. El ayuno de triptéfano inducido por FK506 activa la ruta de Control
Traduccional (GCN).

FK506 bloquea la entrada de aminoacidos, generando un ayuno de los
mismos, y estimula la traduccion de GCN4 (Heitman, Koller et al. 1993;
Schmidt, Hall et al. 1994). Para establecer si la traduccion de GCN4 era
dependiente de la activacion de la ruta de control traduccional, probamos el
efecto de FK506 en el reportero p180 GCN4-lacZ en la cepa silvestre y los
mutantes Agcn1 a 4. Tres horas de tratamiento con FK506 indujeron tres veces
la actividad de p180 en la cepa silvestre. En cambio esta induccién no estaba
presente en ninguno de los mutantes gcn testados (Figura 14A). Confirmamos
este resultado con un reportero HIS4-lacZ en los mutantes gcn1 a 3y en su
parental isogénico. La expresiéon de HIS4-lacZ aumenta tras el ayuno de
aminoacidos de una manera dependiente de Gcn4p (Lucchini, Hinnebusch et
al. 1984). Como se esperaba, tras tres horas de tratamiento con FK506 la
expresion de HIS4-lacZ se multiplicd por cuatro en la cepa salvaje y no varié en
los mutantes gcn (Figura 14B). La prototrofia a triptéfano y la adicién de un
exceso de triptéfano al medio de crecimiento también eliminaron la induccién
por FK506 del reportero GCN4-lacZ (Figura 14C). Estos datos muestran que 1)
FK506 induce la traduccion de GCN4 a través de la ruta GCN, y 2) el ayuno de
triptéfano es el efecto mas relevante en la activacién de la expresion de GCN4

en respuesta a FK506.
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Fig. 14. A, induccion del reportero p180 GCN4-lacZ en el WT y los mutantes de la ruta GCN
tratados o no con FK506 durante 3 horas. B, induccion del reportero p377 HIS4-lacZ en el WTy
los mutantes de la ruta GCN tratados o no con FK506 durante 3 horas. C, induccion del

reportero GCN4-lacZ en cepas WT auxotrofas (trp7) y protétrofas (TRP1) para triptofano o

suplementadas con un exceso de 4 veces de triptéfano (4xTrp).
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1.4. La interrupcién de la ruta GCN disminuye la sensibilidad osmética
inducida por FK506.

Recientemente ha sido descrita una conexion funcional entre la ruta GCN y la
tolerancia a estrés salino (Goossens, Dever et al. 2001). La interrupcion de la
ruta GCN incrementd la tolerancia a NaCl, lo que sugiere que la activacion o
sobreactivacion de esta ruta tiene efectos nocivos en el crecimiento celular en
condiciones de estrés. Si lo mismo ocurre con FK506, su toxicidad se veria
modulada por la inactivacién de la ruta. Para testar esta posibilidad, analizamos
el crecimiento de los mutantes Agcn1 a 4 en presencia de sorbitol y/o FK506.
La supresion de GCN71 y 2 no afectd a la sensibilidad a estrés osmatico
inducida por FK506. Sin embargo esta sensibilidad se vio reducida
sustancialmente en los mutantes Agcn3y 4 (Figura 15A). Llevamos a cabo una
caracterizacion mas profunda de la supresion de la sensibilidad osmaética de
FK506 en los mutantes Agcn3 y 4. Para ello medimos el crecimiento del WT'y
los mutantes Agcn1 a 4 en presencia estrés osmotico con o sin FK506. Como
control se uso la cepa WT-TRP1, que es resistente a la toxicidad de FK506.
FK506 inhibidé el crecimiento celular en una proporcién similar en todas las
cepas examinadas (Figura 15B), o que sugiere que la resistencia a FK506 de
los mutantes Agcn3 y 4 es debida a un incremento en la viabilidad celular y no
a una mejora en el crecimiento en condiciones de estrés. Para evaluar esta
hipotesis medimos la capacidad de cada mutante de formar colonias viables en
placas con sorbitol con o sin FK506. Como muestra la Figura 15C, la
capacidad de formar colonias del WT-TRP1 no se ve afectada por la presencia
o ausencia de FK506. Como se esperaba, el numero de colonias viables en un
medio con FK506 fue significativamente mayor en los mutantes Agcn3 'y 4 que
en las cepas WT, Agcn1y 2. La delecion de los genes GCN3 y 4 no fue sin
embargo capaz de rescatar completamente la toxicidad de FK506 como lo hace
la prototrofia para triptéfano. Por lo tanto, la inactivacion de la ruta GCN sélo
suprime parcialmente la toxicidad de FK506, y el ayuno de triptéfano también
contribuye a la sensibilidad osmética inducida por la droga. En conjunto, estas
observaciones indican que la activacion de la ruta GCN por FK506 de algun

modo modula la sensibilidad celular al estrés osmatico.
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Fig. 15. A, crecimiento del WT y los mutantes de la ruta GCN en placas de YPD con FK506 (50
ugr/mL) y/o sorbitol (1 M). B, ensayo de crecimiento de WT, WT-TRP1 y mutantes de la ruta
GCN en YPD con sorbitol (1 M) tratados o no con FK506. La Absggsy se midié 8 horas después
del tratamiento. C, ensayo de viabilidad celular de WT, WT-TRP1 y mutantes de la ruta GCN en
YPD con sorbitol (1 M) tratados o no con FK506.

72



Resultados

2. Estudio de la interaccion entre las rutas HOG y GCN.

2.1. FK506 refuerza, via Gen2p, la fosforilacion de Hog1p en condiciones

de estrés osmoético.

El estrés osmdtico activa la ruta de MAP kinasas HOG a través de la
fosforilacién dual de los residuos Thr-174 y Tyr-176 de la MAPK Hog1p por su
MAPKK Pbs2p. La fosforilacion de Hog1p puede seguirse mediante
inmunodeteccion de la proteina transferida a membrana con un anticuerpo
comercial que reconoce especificamente los residuos fosforilados. Exploramos
si la ruta HOG estaba implicada en la resistencia a la toxicidad de FK506
observada en algunos mutantes de la ruta GCN. Se preincubaron o no células
WT y Agcn1 a 4 durante una hora con FK506, luego se sometieron a estrés
osmatico durante 45 minutos y se recogieron para una extraccion de proteinas
totales. Inesperadamente, FK506 aumenté fuertemente la fosforilacion de
Hog1p por estrés osmoético en el WT y en los mutantes Agen1, 3y 4 (Figura
16). Sorprendentemente, no existe hiperfosforilacion de Hog1p en el mutante
Agcen2, lo que indica que el fendbmeno es dependiente de Gcn2p. Para
confirmar este resultado probamos el efecto de FK506 en el reportero pMP224,
que contiene el gen LacZ bajo el control de una secuencia CRE. Esta
secuencia es el sitio de union del represor transcripcional Sko1p, sustrato
directo de la kinasa Hog1p (Proft, Pascual-Ahuir et al. 2001). La fosforilacion de
Hog1p inactiva la funcién represora de Sko1p, lo que conduce a la transcripcion
de algunos genes dependientes de la ruta HOG (Proft y Serrano 1999; Proft,
Pascual-Ahuir et al. 2001). La expresion de este reportero se midid en los
diferentes mutantes que se usaron en el estudio previo de fosforilaciéon de
Hog1p. FK506 bloqued la induccion del reportero pMP224 por estrés osmaotico
en el WT y los mutantes Agcen1, 3y 4 (Figura 17), a pesar del hecho de que en
estas cepas Hog1p esta hiperfosforilado bajo estas condiciones. En cambio, la
induccién del reportero por sorbitol se mantuvo intacta en el mutante Agcn2,
reforzando la hipétesis de que Gecn2p media estos efectos de FK506. La
ausencia de expresion del reportero en el WT y los mutantes Agcen1, 3y 4 no

fue debida a un retraso temporal en la activacién de la transcripcion, ya que se
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obtuvieron los mismos resultados 3 horas después. Por tanto estos datos
demuestran que FK506 aumenta la fosforilacion de Hog1p y afecta a la
induccién transcripcional dependiente de Hog1p via Gen2p, 1o que revela una
conexion funcional entre ambas kinasas. Ademas, estos resultados sugieren
que la supresion de la toxicidad de FK506 por la eliminacion de GCN3y 4 es

mediada por otros mecanismos que no incluyen a Hog1p.

Control Sorbitol
FK506 - + - +
- —-— P-Hog1p
wTt
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‘, — - P-Hog1p
Agent
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w— S P_Hog1p
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T TN P-rog1
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Fig. 16. Inmunodeteccion de fosfo-Hog1p en el WT y los mutantes de la ruta GCN pretratados
con (+) o sin (-) FK506 (50 ugr/mL) durante 1 hora y luego expuestos o no a sorbitol (1 M)
durante 45 minutos. La carga equivalente de los pocillos se confirmé con tincion Ponceau S
(PonS) después de la transferencia.
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Fig. 17. Induccion del reportero pMP224 CREgns-CYC1-LacZ en el WT y los mutantes de la

ruta GCN tratados con (barras negras) o sin (barras blancas, mock) FK506 (50 ugr/mL) durante

3 horas y expuestos o no a sorbitol (1 M).
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2.2. Implicacién de las fosfatasas de Hog1p en los efectos de FK506 sobre

la respuesta a estrés osmotico.

FK506 es un inhibidor de fosfatasas, como su diana terapéutica, calcineurina.
El efecto de FK506 sobre el estado de fosforilacién de Hog1p y su expresion
génica dependiente podria deberse a una modulacion de la actividad de
fosfatasas que actuan sobre Hog1p. Los principales reguladores de la actividad
Hog1p son las tirosina-fosfatasas parcialmente redundantes Ptp2p y Ptp3p
(Wurgler-Murphy, Maeda et al. 1997), que ademas regulan su localizacién
subcelular (Mattison y Ota 2000). Analizamos el crecimiento de los mutantes
Aptp2 y 3 asi como del doble mutante Aptp2,3 en presencia de sorbitol y/o
FK506. La interrupcion de PTP2, pero no la de PTP3, redujo sustancialmente la
toxicidad de FK506 tras el choque osmatico (Figura 18). Ademas, el exceso de
triptéfano no disminuyé la toxicidad de FK506 en el doble mutante Aptp2,3.
Estos resultados indican que los efectos de FK506 y el exceso de triptéfano en

levadura estan de algun modo mediados por las fosfatasas Ptp2p y Ptp3p.

CONTROL SORBITOL

WT Aptp2 Aptp3 Aptp2,3 WT Aptp2 Aptp3 Aptp2,3

YPD-4xTrp
CONTROL SORBITOL

WT Aptp2 Aptp3 Aptp2,3 WT Aptp2 Aptp3 Aptp2,3

Fig. 18. Crecimiento de las cepas WT y mutantes Aptp2, Aptp3 y Aptp2,3 en placas de YPD
con FK506 (50 ugr/mL) y/o sorbitol (1 M) y suplementadas (YPD-4xTRP) o no (YPD) con un

exceso de 4 veces de triptéfano.
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2.3. La sensibilidad del mutante Agcn2 a FK506 se debe al ayuno de

aminoacidos y no a la expresion dependiente de Gen4p.

La supresién de GCNZ2 redujo la fosforilacién de Hog1p y restaurd la expresion
génica dependiente de Hog1p en presencia de FK506, pero sin disminuir la
toxicidad de la droga (Figura 15). Por lo tanto otros mecanismos estan
contribuyendo a la sensibilidad del mutante Agcn2 a FK506. Se ha descrito que
la activacion de GCN4 es nociva para células en condiciones de estrés
(Goossens, Dever et al. 2001), probablemente a causa del aumento de
expresion de genes regulados por Gcndp, que pueden generar algunos
problemas metabdlicos en esas condiciones. Ademas hay varias maneras de
inducir la traduccion de GCN4 de un modo independiente de Gen2p (Qiu, Hu et
al. 2000; Ashe, Slaven et al. 2001). La toxicidad de FK506 observada en el
mutante Agcn2 podria explicarse por un incremento en la traducciéon de GCN4,
con la consiguiente expresion de genes dependientes de Gcndp, por
mecanismos independientes de Gen2p. Medimos la expresiéon de los reporteros
GCN4-lacZ y HIS4-lacZ en el WT y los mutantes Agcn bajo estrés osmaético con
o sin FK506. La activacion de GCN4 inducida por FK506 desaparecio en todos
los mutantes testados (Figura 19A). Ademas, la expresion del reportero HIS4-
lacZ también fue inhibida (Figura 19B), lo que descarta la posibilidad de que un

gen regulado por Gen4p medie la sensibilidad del mutante Agen2 a FK506.

La toxicidad de FK506 en el mutante Agcn2 también podria explicarse por la
incapacidad de esa cepa de inducir la biosintesis de triptéfano en las
condiciones de ayuno de dicho aminoacido que produce FK506. Si ese fuera el
caso, la adicién de un exceso de triptéfano mitigaria el fenotipo de sensibilidad
osmotica de ese mutante. Estudiamos la capacidad del mutante Agcn2 de
formar colonias en un medio con sorbitol y FK506 al anadir un exceso de
triptéfano de 4 veces. Como muestra la Figura 19C, el exceso de triptéfano
rescatd completamente la sensibilidad a FK506, mostrando la responsabilidad
del ayuno de triptéfano en este efecto. El exceso de dicho aminoacido también
rescatd la toxicidad de FK506 en el mutante Agecn3. Como este mutante es

parcialmente resistente a la sensibilidad osmatica inducida por FK506, este
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resultado sugiere que el ayuno de triptéfano esta también involucrado en la
sensibilidad a FK506 de este mutante, pero en menor grado que en el mutante

Agen2.
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Fig. 19. A, induccion del reportero p180 GCN4-lacZ en las cepas WT y mutantes de la ruta
GCN expuestas a sorbitol (1 M) y tratadas o no con FK506 durante 3 horas. B, induccion del
reportero p377 HIS4-lacZ en el WT y los mutantes de la ruta GCN expuestos a sorbitol (1 M) y
tratados o no con FK506 durante 3 horas. C, ensayo de viabilidad celular de WT, Agcn2 y
Agen3 en placas con 1 M sorbitol sin/con FK506 y suplementadas o no con un exceso de

triptéfano de 4 veces (4xTrp).
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2.4. Hog1p regula la activacion de Gen2p inducida por FK506.

Se ha visto en los resultados previos que la activacion de Gen2p inducida por
FK506 influye fuertemente en la funcidn de Hog1p y la expresién génica
dependiente de dicha kinasa. Probamos si Hog1p es capaz también de regular
la activacion de Gcn2p dependiente de FK506. Se exploré esta posibilidad
estudiando la fosforilacion de elF2a, un sustrato fisiologico de Gen2p, inducida
por la droga en el WT y el mutante Ahog?. El estado de fosforilacion de
elF2a se analiz6 mediante inmunodeteccion con un anticuerpo comercial que
reconoce especificamente la forma fosforilada en la Ser-51 de la proteina.
Como se esperaba, el tratamiento con FK506 indujo la fosforilacion de
elF2a. en la cepa WT de un modo dependiente del tiempo (Figura 20A). La
pérdida de funciéon de Hog1p afectdé negativamente a esta fosforilacién. Este
resultado se confirmé midiendo la induccidon del reportero GCN4-lacZ por
FK506 en la cepa Ahog1. De nuevo, no se observo expresion de GCN4-lacZ en
el mutante Ahog1 (Figura 20B), lo que muestra que se requiere la funcion de
Hog1p para una activacién eficiente de Gen2p y la traduccion de GCN4
inducidas por FK506. De acuerdo con estas observaciones, el mutante Ahog1
fue mas sensible a la inhibicion de crecimiento por FK506 que la cepa WT
(Figura 20C). En conjunto, estos datos demuestran que Hog1p también
modula a Gcn2p, lo que refuerza aun mas la existencia de una conexion

funcional entre ambas kinasas.
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Fig. 20. A, inmunodeteccion de fosfo-elF2a (P-elF2a) en el WT y el mutante Ahog1 tratados
con FK506 (50 pgr/mL) durante los tiempos indicados. La carga equivalente de los geles se
confirmd con tincion Ponceau S (PonS) después de la transferencia. B, induccion del reportero
p180 GCN4-lacZ en las cepas WT y Ahog1 tratadas (barras negras) o no (barras blancas,
Mock) con FK506 (50 pgr/mL) durante 2 horas. C, porcentaje de inhibicion del crecimiento en
las cepas WT y Ahog1 tratadas con FK506 (50 ugr/mL). Esta inhibicion se calculé como la

relacion entre la Absggo del cultivo tratado con respecto a la de un control sin tratar.
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3. Validacion de los efectos de FK506 en células de mamifero.

La validacion en células de mamifero de los efectos de FK506 observados en
levadura es un paso importantisimo en nuestro trabajo. Ello nos permite no sélo
extrapolar los resultados obtenidos en levadura a un sistema modelo mas
complejo que nos acerque cada vez mas al paciente tratado con FK506, sino
ademas comprobar la validez de nuestro sistema modelo para continuar con el

estudio de la toxicidad del inmunosupresor.

3.1. FK506, pero no CsA, inhibe la activacion de la SAPK p38 por estrés

osmotico en células de mamifero.

Hemos visto que FK506 modula la activacion de la MAPK Hog1p por estrés
osmotico en levadura. Los ortélogos de Hog1p en mamiferos son las SAP
kinasas p38, JNK1 y JNK2. p38 y las JNKs son activadas por la fosforilacion de
tirosinas y treoninas catalizada por su correspondiente MAPKK. Por tanto
estudiamos los efectos de FK506 sobre la fosforilacion de p38 y las JNKs en
células humanas HEK293T bajo estrés osmdtico. El estado de fosforilacién de
p38 y las JNKs puede ser monitorizado por inmunodeteccion usando
anticuerpos comerciales que reconocen especificamente la forma fosforilada de
estas kinasas. FK506 bloqued la activacion de p38 tras 30 minutos de
exposicidén a sorbitol de manera dependiente de dosis (Figura 21A). Las dosis
utilizadas en estos experimentos son las dosis farmacoldgicas presentes en
pacientes sometidos a terapia con FK506. La activacion de JNK por sorbitol
permanecio inalterada por el tratamiento con FK506 (Figura 21A). Ademas, la
CsA no tuvo efecto alguno sobre la activacion de p38 por estrés osmoético a
dosis 1000 veces mayores (Figura 21B). Curiosamente CsA activd p38 en
ausencia de estrés osmotico, probablemente debido a otros efectos descritos
para el tratamiento con CsA, como generacién de radicales libres y estrés
oxidativo (Hong, Lee et al. 2002; Li, Choy et al. 2003). En conjunto, estos datos
sugieren que FK506, pero no CsA, es capaz de modular la activacion de p38

por estrés osmatico en células humanas.
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CONTROL SORBITOL
—EEESSSSSSS——— E——
FK506 (ng/ml) 0 1 10 100 0 1 10 100
~¢— P-p38
—~¢— P-Jnk2
—~¢— P-Jnk1
~¢— p38
CONTROL SORBITOL
S E——
CsA (ug/ml) 0 1 10 100 0 1 10 100
~¢— P-Jnk2
—~@— P-Jnk1

Fig. 21. Inmunodeteccién de los niveles de fosfo-p38, p-38 y fosfo-JNK1 y 2. Para ello se trato
a células HEK293T durante 1 hora con dosis crecientes de FK506 (A) o CsA (B) y se

expusieron o no a sorbitol (0,5 M) durante 30 minutos.
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3.2. La disponibilidad de aminoacidos, y triptéfano en particular, mitiga el

efecto negativo de FK506 sobre la activacion de p38.

La prototrofia para triptéfano y la adicion de un exceso de este aminoacido al
medio de crecimiento rescatd la toxicidad de FK506 en células de levadura,
ademas de mediar en los efectos de esta droga sobre la activacion por estrés
osmotico de Hog1p. Por tanto exploramos si el efecto de FK506 sobre la
fosforilaciéon de p38 también se regula por la disponibilidad de aminoacidos.
Tratamos células humanas HEK293T con FK506 en un medio que contenia un
exceso de dos y cuatro veces de aminoacidos y medimos la activacion de p38
por estrés osmoético en estas condiciones. El tratamiento no afecté a la
activacion de p38 en presencia de un exceso de aminoacidos (Figura 22A). La
adiciéon de un exceso de cuatro veces de triptéfano al medio disminuyé la
inhibicion de p38 en células HEK293T con estrés osmoético (Figura 22B). Estos
resultados sugieren que los efectos de FK506 sobre el estado de fosforilacion
de p38 estdan de algun modo relacionados con la disponibilidad de

aminoacidos, y mas especificamente a la disponibilidad de triptéfano.
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Fig. 22. A, inmunodeteccion de la fosforilacion de p38 en células HEK293T crecidas en medio
estandar (mock) y en medio suplementado con un exceso de aminoacidos de dos (2x aas) o
cuatro (4x aas) veces. Las células se pretrataron (+) o no (-) con FK506 (100 ngr/mL) durante 1
hora. B, inmunodeteccion de la fosforilacion de p38 en células HEK293T crecidas en medio

estandar (mock) o en medio suplementado con un exceso de triptéfano de 4 veces (4xTRP).

CONTROL SORBITOL

FK506 -

+ - +
~¢— P-p38

CONTROL SORBITOL

mock

FK506 - + - +
mock @ -~ -«¢— P-p38
4xTRP e e < Pp3s

Los tratamientos con FK506 y sorbitol fueron como en A.
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3.3. Implicacién de las fosfatasas de p38 en los efectos de FK506 sobre la

actividad p38 en células de mamiferos.

Como ya se observé en levadura, el efecto de FK506 y el exceso de triptéfano
sobre la activacion de p38 podria estar mediado por una o varias fosfatasas
responsables de la defosforilacion de los residuos Thr-180 y Tyr-182 de p38. La
inactivaciéon de MAPKs en células de mamifero esta mediada por fosfatasas de
especificidad dual (MKPs), las cuales se inducen por estrés ambiental y
factores de crecimiento (Hirsch y Stork 1997; Keyse 2000). Las dos formas
predominantes de MKPs, MKP1 y MKP2, estan presentes en multitud de tipos
celulares. Probamos si el tratamiento con FK506 modula la expresion de estas
fosfatasas en células HEK293T en condiciones de estrés osmotico. No
pudimos detectar ningun incremento en los niveles de MKP1 y MKP2 a ninguna
de las dosis de FK506 estudiadas (Figura 23) incluso después de un largo
tiempo de exposicion de los filtros usados en la inmunodeteccion. En conjunto
estos datos sugieren que los efectos de FK506 sobre p38 en células de
mamiferos estan mediados por otros reguladores distintos a las fosfatasas
MKP1y 2.

CONTROL SORBITOL Cisplatino

FK506 (ng/ml) 0 1 10 100 0 1 10 100 -4+

T < VKP

~¢— MKP-2

Fig. 23. Inmunodeteccion de los niveles de MKP1 y MKP2 en células HEK293T tratadas
durante 1 hora con las dosis indicadas de FK506 y expuestas o no a sorbitol (0,5 M) durante 30
minutos. La induccion de MKP1 fue confirmada mediante el tratamiento con el agente de dafio

al ADN cisplatino (10 pgr/mL)

85



Resultados

3.4. El tratamiento con FK506 incrementa la fosforilacion de elF2a de una

manera dependiente del triptéfano extracelular.

En mamiferos, como en levadura, el ayuno de nutrientes inhibe la iniciacién de
la traduccion por activacion de la proteina kinasa Gcn2p, que fosforila la
subunidad a del factor eucaridtico de iniciacion elF2 (Dever 2002). Como se ha
visto anteriormente, FK506 aumenta la fosforilacién de elF2a dependiente de
Gen2p en S. cerevisiae. Analizamos el estado de fosforilacion de elF2a en
células HEK293T tratadas con FK506 en ausencia de estrés osmotico. FK506
incrementd la fosforilacion de elF2a de manera dependiente de dosis (de
nuevo se usaron dosis farmacoldgicas) (Figura 24A). Luego estudiamos si la
disponibilidad de triptéfano es capaz de modular este incremento. La
preincubacion de células con exceso de triptéfano eliminé el aumento de los
niveles de fosfo-elF2a dependiente de FK506 (Figura 24B).

A FK506 (ng/ml)

0 10 100

—— g P-elF20

| — — -¢— elF2a
B CONTROL SORBITOL
FK506 - + - +
mock e e s e —— P-elF20
4xTRP S s e —— P-elF2¢

Fig. 24. A, andlisis de la fosforilacion de elF2a en células HEK293T tratadas durante 1 hora
con las dosis indicadas de FK506. B, inmunodeteccion de fosfo-elF2 o en células HEK293T
crecidas en medio estdndar (mock) o en medio con un exceso de cuatro veces de triptéfano
(4xTRP). Las células fueron pretratadas (+) o no (-) con FK506 (100 ngr/mL) durante 1 hora y

expuestas o no a sorbitol (0,5 M) durante 30 minutos.
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Como ya ha sido descrito (Scorsone, Panniers et al. 1987; Brostrom y Brostrom
1998; Deng, Harding et al. 2002), la exposicion a sorbitol estimula la
fosforilacion de elF2a, pero no se ve alterada por el exceso de triptéfano. Por
tanto, se puede afirmar que FK506 activa la ruta de control traduccional en
células humanas y la disponibilidad de triptéfano esta de algun modo implicada

en el proceso.

3.5 La inhibicion de p38 por FK506 sensibiliza a las células de mamifero a

la muerte celular inducida por sorbitol.

En células de mamifero, muchas respuestas inducidas por estrés osmatico
requieren activacion de p38 (Sheikh-Hamad, Di Mari et al. 1998; Roger, Martin
et al. 1999; Kyriakis y Avruch 2001). Estudiamos por citometria de flujo si la
falta de activacion de p38 por el tratamiento con FK506 afecta a la viabilidad
celular bajo estrés osmotico. FK506 incrementd significativamente el numero
de células apoptdticas y necréticas en un medio hiperténico (Figura 25). El
exceso de aminoacidos eliminé ambos efectos disparados por el tratamiento
con la droga (Figura 25). Las células también fueron tratadas con el inhibidor
especifico de p38 SB203580 a dosis que no afectan a la activacion de las JNKs
(Davies, Reddy et al. 2000), y luego expuestas a un medio hipertonico. Como
se esperaba, SB203580 incrementd la muerte celular de modo similar al de
FK506 (Figura 25). Por consiguiente, estos datos son consistentes con la
inhibicion de p38 inducida por FK506 como responsable de la muerte celular

observada.
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A SORBITOL
- +
mock
FK506 _g
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SB203580
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mock FK506 FK506 SB203580
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Fig. 25. A, analisis en citobmetro de flujo de células crecidas en medio estandar (mock) o en
medio suplementado con un exceso de cuatro veces de aminoacidos (4x aas) y tratadas o no
con FK506 (100 ngr/mL) o SB203580 (10 uM) durante 1 hora. Las células fueron expuestas a
sorbitol (0,5 M) y se recogieron 5 horas después. B, cuantificacion de células apoptoéticas
(barras negras) y necrdticas (barras blancas). R1, células viables; R2+R3, células apoptdticas;
R4, células necrdticas.
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4. Identificacion de una molécula moduladora de los efectos de
FK506.

Uno de los efectos no terapéuticos mas frecuentes e importantes asociados a
la terapia con FK506 es la diabetes mellitus post-transplante (Knoll y Bell 1999;
Weir y Fink 1999). El tungstato, una sal inorganica poco abundante en la
naturaleza, posee actividad insulinomimética y es capaz de normalizar la
glicemia en modelos animales de diabetes (Barbera, Rodriguez-Gil et al. 1994;

Barbera, Fernandez-Alvarez et al. 1997; Barbera, Gomis et al. 2001).

4.1. Tungstato rescata el defecto de crecimiento inducido por FK506.

Con objeto de estudiar si existe interaccion entre FK506 y el agente
antidiabético tungstato, crecimos las cepas WT, Agcn1 a 4 y Acnb1 en un
medio con FK506 y/o tungstato. Como muestra la Figura 26 el tungstato
rescatd el defecto de crecimiento que provoca FK506 en todas las cepas. Este
resultado sugiere que existe una conexién funcional entre ambos compuestos y
que este efecto es independiente de la diana terapéutica conocida de FK506,

calcineurina.

CONTROL FK506

wT
Agent
Agen2
Agcen3
Agend
Acnb1
wT
Agent
Agen2
Agen3
Agcn4
P Acnb1

TUNGSTATO

@ T RPPW
SR o - RO 4

'YX XX EEEXEX

5

Fig. 26. Crecimiento de WT, mutantes de la ruta GCN y Acnb1 en placas de YPD con FK506

(50 pgr/ml) en presencia o ausencia de tungstato (10 mM).
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4.2. Tungstato exacerba el fenotipo de sensibilidad osmética inducida por
FK506.

Para una mejor caracterizacion de la interaccién entre el inmunosupresor
FK506 y el agente antidiabético tungstato, se explord el efecto de este ultimo
en el fenotipo de sensibilidad osmética inducida por FK506. Para ello se
crecieron las cepas WT, Agcn1 a 4y Acnb1 en medio con FK506 y/o tungstato
en condiciones de estrés osmotico. El tungstato por si solo no causé efecto
alguno en presencia de sorbitol. Sin embargo, en presencia de FK506, el
tungstato exacerb6 el fenotipo de sensibilidad osmotica inducido por el
inmunosupresor. Este efecto lo sufrieron todas las cepas testadas salvo el
mutante Agcn4 (Figura 27). Estos datos confirman la existencia de una
interaccion entre los efectos de las dos moléculas, FK506 y tungstato, y

sugieren que la ruta GCN esta relacionada de alguna manera.

- SORBITOL FK506 SORBITOL

Agent
Agcen2
Agcn3
Agcn4
Acnb1

wTt

Agent
Agen2
Agen3
Agcnd
Acnb1

CONTROL

TUNGSTATO

Fig. 27. Crecimiento de WT, mutantes de la ruta GCN y Acnb1 en placas de YPD sin/con
FK506 (50 pgr/mL), en condiciones de estrés osmotico (sorbitol 1 M) y presencia o ausencia de
tungstato (10 mM).
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4.3. Tungstato refuerza la activacion de la ruta de control traduccional
inducida por FK506.

Con objeto de profundizar en la identificacién de los efectos que sobre el
control traduccional puede tener el tungstato, estudiamos la activacion de esta
ruta en presencia del antidiabético utilizando varios marcadores bioquimicos.
Como muestran las Figuras 28A y 28B el tungstato por si solo no fue capaz de
inducir la expresion de un reportero GCN4-lacZ en una cepa WT. En cambio, y
de manera dependiente de dosis y tiempo, en presencia de un estimulo
activador de la ruta como el FK506, reforzé significativamente la activacion de
GCN4 llegando a triplicar la producida por FK506. Para estudiar la activacion
de la transcripcion de genes dependientes de Gecndp se usé un WT con el
reportero HIS4-lacZ. Tungstato también reforzé la activacién del reportero mas
de dos veces en presencia del estimulo que representa FK506 y, de nuevo, se
mostré incapaz de activar la expresion de HIS4 por si solo (Figura 28C).
También se monitorizé el estado de fosforilacion de la subunidad elF2a por
inmunodeteccion. Otra vez tungstato se mostr6 como un sobreactivador de la
ruta inducida por FK506, lo que se muestra en este caso con un aumento en la
cantidad de fosfo-elF2a en la célula. En conjunto estos datos muestran que
tungstato es capaz de incrementar la magnitud de activaciéon de la ruta GCN
inducida por FK506, aun sin tener un efecto detectable sobre dicha ruta por si

solo.
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Fig. 28. A, expresion del reportero p180 GCN4-lacZ en un WT crecido en YPD con tungstato a

las dosis indicadas y tratado (barras grises) o no (barras negras) con FK506 (50 pgr/mL)

durante 4 horas. B, expresion del reportero p180 GCN4-lacZ en un WT crecido en YPD con

tungstato a las dosis indicadas y tratado o no con FK506 (50 pgr/mL) los tiempos indicados. C,

expresion de un reportero p377 HIS4-lacZ en un WT crecido en YPD con tungstato (10 mM) y

tratado (barras grises) o no (barras negras) con FK506 (50 pgr/mL) durante 4 horas. D,

inmunodeteccion de fosfo-elF2a en una cepa WT tratado con FK506 (50 pgr/mL) en presencia

0 ausencia de tungstato (10 mM).
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4.4. Tungstato modula la ruta HOG de respuesta a estrés osmético.

Ya se ha visto que tungstato exacerba el fenotipo de sensibilidad osmoética
inducido por FK506 (Figura 27) y que es capaz de incrementar la activacion de
la ruta de control traduccional por FK506 (Figura 28). Aunque la
sobreactivacion de la ruta GCN en condiciones de estrés osmotico ya es
perjudicial para la célula de levadura, analizamos los efectos de tungstato
sobre la ruta HOG de respuesta a estrés osmatico. Para ello crecimos un WT
portando el reportero pMP224, cuya expresion es dependiente de Hog1p, en
condiciones de estrés osmatico y con presencia o ausencia de tungstato en el
medio. Como muestra la Figura 29A, tungstato disminuy6 unas dos veces la
expresion del reportero en respuesta a sorbitol. Ademas, un analisis del estado
de fosforilacién de Hog1p por inmunodeteccion demostré que tungstato modula
la cinética de fosforilacion (activacién) de esta MAPK (Figura 29B). En
conjunto, estos datos sugieren que tungstato interfiere de alguna manera con la
ruta HOG y esto es consistente con la exacerbacién del fenotipo de sensibilidad

osmatica inducido por FK506.

93



Resultados

10 7
©
P
a8
i)
@
el
2
S ¢
@
]
9]
T 4
c
0
i)
o
=)
R
- —8— Sorbitol

—O— Sorbitol + Tungstato
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5
Tiempo (h)
Minutos después del choque osm 6tico (1M Sorbitol)
0 5 15 30 45 60
Control ————— - P-Hog1p
PonS
- '_m —
Tungstato T — — P-Hog1p
PonS

Fig. 29. A, expresion de un reportero pMP224 CREgys;-CYC1-LacZ en un WT tratado con
sorbitol (1 M) en presencia (circulos blancos) o ausencia (circulos negros) de tungstato (10
mM). B, inmunodeteccién de fosfo-Hog1p en presencia o ausencia de tungstato (10 mM)
después de ser expuesto a sorbitol (1 M) los tiempos indicados.
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5. Caracterizacion de los efectos de tungstato.

5.1. Tungstato produce una serie de fenotipos relacionados con la

homeostasis ionica en levadura.

Comprobada la interaccion que presenta el tungstato en los efectos ya
descritos de FK506, caracterizamos en profundidad los efectos de tungstato en
levadura. Para ello hicimos crecer una cepa WT en diversas condiciones de
cultivo y en ausencia o presencia de tungstato. En la Figura 30 se muestran
algunas condiciones de crecimiento sobre las que tungstato tuvo un efecto
modulador significativo. Tungstato produjo un defecto de crecimiento ostensible
en presencia de KCI, mientras rescaté la toxicidad causada por LiCl y NaCl.
Aunque en el caso de NaCl el rescate fue muy suave. En cambio, un control de
estrés osmotico con Sorbitol, tungstato no produjo ningun efecto significativo,

como ya se habia visto anteriormente (Figura 27).

Control Tungstato
KCI 1,2M
LiCl 0,2M
NaCl 1M
Sorbitol 1,5M

Fig. 30. Crecimiento de una cepa WT w303.1a en placas de YPD sin y con tungstato (10 mM) y

las condiciones de estrés indicadas.
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Uno de los factores limitantes en la tolerancia a Li* y Na® es la ATPasa de
membrana Enalp. Ena1p es el elemento mas importante de bombeo al exterior
celular de iones Na® y Li*. Su expresion se activa en presencia de estrés
cationico (Garciadeblas, Rubio et al. 1993). Para valorar la mediacién de Enalp
en los efectos de tungstato utilizamos un reportero ENA7-lacZ que presenta el
gen bacteriano LacZ bajo el control del promotor ENA1. Tungstato fue capaz no
solo de activar por si mismo la expresion del reportero tras una hora de
preincubacién, sino también de reforzar la induccién de la actividad por NaCl
(Figura 31). Estos datos sugieren la participacion de la regulacion de la

homeostasis idnica en los efectos de tungstato.
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Fig. 31. Expresién de un reportero pFR70 ENA7-lacZ en un WT preincubado en presencia o
ausencia de tungstato (10 mM) durante 1 hora y expuesto luego a NaCl (0,75 M).

96



Resultados

5.2. Tungstato inhibe in vitro a la fosfatasa PPZ1 pero no reproduce

fenotipos de un mutante Appz1,2.

Los fenotipos de estrés modulados por tungstato tienen estrecha relacién con
la regulacion de la homeostasis ionica en la célula de levadura. Se ha descrito
que la supresioén en los genes que codifican las fosfatasas redundantes Ppz1p
y Ppz2p, reguladoras negativas de la entrada de K* a la célula, produce unos
fenotipos similares: sensibilidad a KClI, tolerancia a LiCl y NaCl y aumento de la
expresion del gen ENA1 (Ruiz, Yenush et al. 2003). Analizamos si tungstato
tiene un efecto inhibidor sobre estas fosfatasas usando una proteina Ppz1p
recombinante fusionada a GST purificada a partir de bacteria por columna de
afinidad (ver Material y Métodos). Tungstato inhibi6 la actividad de la fosfatasa
purificada de forma dependiente de dosis, con una ICsy cercana a 3 mM
(Figura 32).

IC,, =2,993 mM
Error estandar = 0,092
P<0,0001

80

60 -

40 A

ActividadPpz1 (%)

20 A

Tungstato (mM)

Fig. 32. A, medida de la actividad Ppz1p con pNPP como sustrato (ver Material y Métodos) en

presencia de dosis crecientes de tungstato.
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Para caracterizar en profundidad el efecto de tungstato sobre Ppz1p y Ppz2p
probamos la capacidad del agente antidiabético de reproducir otros fenotipos
asociados a la eliminacién de estas fosfatasas. Ppz1p y Ppz2p son reguladores
negativos de los canales de entrada de potasio Trk1p y Trk2p, por lo que el
doble mutante Appz7,2 acumula potasio intracelular (Yenush, Mulet et al.
2002). Para estudiar si el tungstato era capaz de inducir la acumulacién de este
cation, medimos concentracion de potasio intracelular por cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC, ver Material y Métodos) en una cepa WT. Como
muestra la Figura 33A, tungstato no modificd, en ninguna de las dos dosis
probadas, la concentracion de potasio intracelular. Como controles utilizamos el
doble mutante Appz1,2, que presenta un alto contenido en potasio, y el doble
mutante Atrk1,2, con un defecto en la acumulacion de dicho cation. Ademas,
tungstato no confirid resistencia a otras moléculas generadoras de estrés
catiénico como Tetrametilamonio o Higromicina B, a las que si es resistente
Appz1,2 (Figura 33B). Por otro lado, se ha descrito que las fosfatasas Ppzip y
Ppz2p estan implicadas de algun modo en la progresion del ciclo celular, ya
que el doble mutante Appz1,2 es capaz de recuperarse mas rapido que un WT
de un arresto en fase G1 con factor a (Yenush, Mulet et al. 2002). Estudiamos
el efecto de tungstato sobre la progresion de ciclo en las cepas WT y Appz1,2
con un ensayo de sincronizacion celular con factor o (ver Material y Métodos).
Tungstato no afecté al arresto de ninguna de las dos cepas con factor a (datos
no mostrados). En cambio provoco un retraso en la entrada en ciclo de las dos
cepas tras el arresto en fase G1 (Figura 34). Tungstato tiene, por tanto, un
efecto modulador sobre la progresion del ciclo celular que es independiente de

las fosfatasas Ppz1p y Ppz2p.
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Fig. 33. A, analisis por HPLC del contenido de potasio intracelular en WT tratado con las dosis

de tungstato indicadas y dos cepas control, Appz1,2 y Atrk1,2. B, crecimiento de una cepa WT

en placas de YPD con cloruro de tetrametilamonio o higromicina B en presencia o ausencia de
tungstato (10 mM)
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Fig. 34. Cuantificacion de la progresion a través del ciclo celular tras arresto con factor a en las

cepas WTy Appz1,2 en presencia o ausencia de tungstato (10 mM).
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Tungstato potencié la activacion de la ruta GCN en presencia de FKS506.
Ppz1p/2p tienen un papel regulador en traduccion (de Nadal, Fadden et al.
2001). Para evaluar si estas fosfatasas median el efecto de tungstato sobre la
ruta GCN preincubamos sin y con tungstato unos cultivos de cepas WT y
Appz1y luego tratamos con FK506 durante dos horas. Analizamos el estado de
fosforilacién de elF2a. Como muestra la Figura 35 el mutante Appz1 presentd
una activacion de la ruta menor que la del WT en respuesta a FK506. Esto es
consistente con una cepa con una mayor entrada de nutrientes y por tanto
mayor resistencia al ayuno (Yenush, Mulet et al. 2002). Ademas tungstato
aumenta la fosforilacion de elF2a también en el mutante Appz7. En conjunto,
estos datos muestran que las fosfatasas Ppzip y Ppz2p no son la diana

molecular principal de los fenotipos inducidos por tungstato.

wT Appz1

0 1 2 Tiempo (h)

FK506 P-elF2a.

PonS

FK506 +
Tungstato

P-elF2a.

PonS

Fig. 35. Inmunodeteccion de fosfo-elF2a en las cepas WT y Appz1 tratadas con FK506 (50

ugr/mL) en presencia o ausencia de tungstato (10 mM).
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5.3. Tungstato inhibe in vitro a la fosfatasa PP1 de levaduras y mamiferos.

Glc7p, el ortdlogo de PP1 en levaduras, es una fosfatasa implicada en multiples
procesos celulares de levadura. Entre ellos cabe destacar su capacidad de
regular la traduccion de GCN4 mediante la defosforilacién de elF2a (Wek,
Cannon et al. 1992) y su participacion en la regulacién de la homeostasis idnica
(Williams-Hart, Wu et al. 2002). Ademas, esta emparentada con Ppzip y
Ppz2p. Estas son serina-treonina fosfatasas encuadradas dentro de la
categoria de “fosfatasas relacionadas con PP1”, junto con Ppqg1p (Stark 1996).
Para evaluar si Glc7p esta mediando en los fenotipos inducidos por tungstato
estudiamos el efecto del antidiabético sobre una proteina recombinante Glc7p-
GST purificada a partir de bacteria. Como muestra la Figura 36A tungstato
inhibid la actividad Glc7p con una ICsy de aproximadamente 1 mM, esto es, tres
veces menor que la concentracion inhibitoria de Ppz1p. De acuerdo con los
datos de levadura tungstato también inhibié la actividad de la PP1 de
mamiferos (subunidad catalitica, isoforma a, Sigma) con una ICsy aproximada
de 3 mM (Figura 36B). Estos datos revelan que: 1) tungstato inhibe con mayor
especificidad que a Ppzi1p a la fosfatasa Glc7p de levadura, y 2) que esta

inhibicion también ocurre con el ortdlogo de mamiferos, PP1.
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Fig. 36. A, medida de la actividad Glc7p con pNPP como sustrato (ver Material y Métodos) en
presencia de dosis crecientes de tungstato. B, medida de la actividad PP1 con pNPP como

sustrato (ver Material y Métodos) en presencia de dosis crecientes de tungstato
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5.4. Una cepa con baja actividad Glc7p reproduce fenotipos inducidos por

tungstato.

Los resultados anteriores muestran que tungstato inhibe in vitro la actividad
fosfatasa de Glc7p. Decidimos explorar si Glc7p es también una diana de la
accion de tungstato en condiciones fisioldgicas. Una cepa sin actividad Glc7p
debe simular los efectos de tungstato. GLC7 es un gen esencial, por lo que no
se puede disponer de un mutante Aglc7. Utilizamos en su lugar una cepa que
sobreexpresa una version truncada de la proteina que actua como dominante
negativo disminuyendo casi totalmente la actividad Glc7p detectable en la
célula (Wek, Cannon et al. 1992). Analizamos el crecimiento en cultivo liquido
de un WT transformado con el plasmido p27-1, que expresa la version truncada
de Glc7p, y con YEp24, el plasmido vacio, tratados con dosis crecientes de
tungstato. Tungstato produjo un defecto de crecimiento dependiente de dosis
en la cepa YEp24. La cepa p27-1 mostré un defecto de crecimiento que no se
vio afectado por tungstato en ninguna de las dosis probadas (Figura 37A). Nos
propusimos también estudiar el comportamiento del mutante con baja actividad
Glc7p en presencia de FK506. Para ello crecimos las cepas anteriormente
mencionadas en placas sin y con FK506 (50 ugr/ml) en presencia o ausencia
de tungstato (10 mM). Como muestra la Figura 37B, la cepa WT p27-1 rescaté
parcialmente el defecto de crecimiento provocado por FK506 en levadura,
simulando por tanto la accion de tungstato. El crecimiento de las dos cepas
testadas no se vio afectado por el tratamiento con tungstato. También se
analizé la activacion de la ruta GCN en respuesta a FK506 preincubado o no
con tungstato durante 1 hora. Para tal fin se us6 el reportero p377 HIS4-lacZ en
las mismas dos cepas, YEp24 y p27-1. Como era de esperar, la preincubacion
con tungstato no activo por si sola la expresion del reportero en ninguna de las
cepas. En cambio si potencio la expresion de p377 inducida por FK506 en el
YEp24 (Figura 38). La respuesta del reportero en la cepa p27-1 al tratamiento
con FK506 fue mayor que en la cepa con el plasmido vacio, llegando a niveles
similares a los de esta cepa con FK506 y tungstato. Ademas, tungstato no
aumento la induccion del p377 en el p27-1, lo que refuerza la hipétesis de que
Glc7p es una diana de la accién de tungstato. En conjunto, estos datos indican

que la inhibicion de Glc7p mimetiza los efectos de tungstato, lo que es
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consistente con la hipdtesis de que Glc7p es diana de la accion del

antidiabético.
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Fig. 37. A, porcentaje de inhibicion del crecimiento en las cepas YEp24 y p27-1 tratadas con
las dosis indicadas de tungstato en cultivo liquido crecido en Bioscreen C. Esta inhibicion se
calculé como la relacion entre la Absggo del cultivo tratado con respecto a la de la cepa YEp24
sin tratar. B, crecimiento de las cepas YEp24 y p27-1 en placas de YPD con FK506 (50 ugr/mL)
y/o tungstato (10 mM).
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Fig. 38. Induccion del reportero p377 HIS4-lacZ en las cepas YEp24 y p27-1 tratadas con
FK506 (50 pgr/mL) en presencia o ausencia de tungstato (10 mM).
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5.5. Tungstato rescata el crecimiento en 3-aminotriazol de un mutante con

baja actividad Gecn2p.

Para explorar si tungstato inhibe in vivo a la fosfatasa Glc7p, evaluamos el
efecto del antidiabético sobre el crecimiento del mutante gcn2-507. Este
mutante presenta una baja actividad de la kinasa Gcn2p y por lo tanto una
derrepresion reducida de los genes regulados por Gcndp en respuesta al
inductor de ayuno 3-amino-1,2,4-triazol (3AT, una droga que inhibe la
biosintesis de histidina). El alelo gcn2-507 permite un crecimiento muy limitado
en presencia de concentraciones de 3AT en las que no crece una cepa AgcnZ2.
En la cepa gcn2-507, la fosforilacion de elF2a es baja, pero la inhibiciéon de su
fosfatasa Glc7p permite mantener unos niveles de ruta GCN activa capaces de
rescatar el crecimiento con 3AT (Wek, Cannon et al. 1992). Con objeto de
confirmar la inhibicion de Glc7p por tungstato crecimos las cepas silvestre,
Agen2 'y gen2-507 portando o no el plasmido p27-1 en presencia de 3AT
(Sigma) y/o Tungstato. Como era de esperar, tungstato rescatd el crecimiento
de las cepas WTy gcn2-507 y no el de la cepa Agcn2, analogamente a como lo
hace el dominante negativo de Glc7p. Tungstato ademas cooperé con el
rescate que produce este dominante negativo (Figura 39). Estos datos son
consistentes con una inhibicion de una fosfatasa de elF2a por parte de
tungstato y apoyan la hipotesis de que Glc7p media los fenotipos inducidos por

tungstato.
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CONTROL 3AT

WT YEp24

WT p27-1

Agen2 YEp24
Agen2 p27-1
gcn2-507 YEp24
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Fig. 39. Crecimiento de las cepas H1402: WT, Agcn2 y gcn2-507 transformadas cada una con
el plasmido vacio (YEp24) y con el plasmido que porta una version truncada de Glc7p (p27-1)
en placas de SD con 3-amino-1,2,4-triazol (3AT, 12,5 mM) y/o tungstato (10 mM).

106



Resultados

5.6. El mutante con baja actividad Glc7p sélo reproduce algunos de los

fenotipos inducidos por tungstato.

El tratamiento con tungstato produce un retraso en la progresion del ciclo
celular, independiente de las fosfatasas Ppzi1p y Ppz2p (Figura 34). Glc7p
también esta involucrada en la progresion del ciclo celular (Hisamoto, Sugimoto
et al. 1994). Estudiamos si este efecto de tungstato sobre la progresion de ciclo
estd mediado por Glc7p. Para ello realizamos un ensayo de sincronizaciéon
celular con factor o (ver Material y Métodos) en las cepas YEp24 y p27-1. La
cepa p27-1 presentd una recuperacion mas lenta del arresto que la cepa
control. Sin embargo, tungstato retrasé de modo equiparable la progresion del
ciclo en ambas cepas (Figura 40). Estos datos indican que Glc7p no media los
efectos de tungstato sobre ciclo y sugieren la existencia de otras dianas

celulares de tungstato responsables de su efecto sobre el ciclo celular.
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Fig. 40. Cuantificacién de la progresion a través del ciclo celular tras arresto con factor o en las

cepas YEp24y p27-1 en presencia o ausencia de tungstato (5 mM).
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5.7. La activacion constitutiva de la ruta GCN reproduce fenotipos

inducidos por tungstato.

Hemos visto que tungstato inhibe a una elF2a-fosfatasa y por tanto potencia la
activacién de la ruta GCN. Una cepa con una mayor activacion de la ruta GCN
podria simular los efectos de tungstato. Para ello generamos una cepa mutante
de la kinasa Gcn2p que presenta una actividad constitutivamente alta. La
Gcen2p mutante usada presenta dos cambios aminoacidicos: una valina por una
metionina en la posicion 719 y una glicina por un glutdmico en la 1537. Como
resultado, la funcion kinasa de Gecn2p esta activa sin necesidad de que exista
ayuno (Ramirez, Wek et al. 1992). El GCN2 mutante (GCN2°) se integro en su
locus correspondiente en una cepa Agcn2 de fondo genético BY4741.
Caracterizamos fenotipicamente el mutante GCN2° en presencia y ausencia de
tungstato. En la Figura 41 se muestran los ensayos en placa. El mutante
GCNZ2° mostré un defecto de crecimiento respecto al WT. Presentd tolerancia a
LiCl y TMA, y una mayor sensibilidad que el WT a KCI y NaCl, mientras no
presentd fenotipo en Sorbitol. En crecimiento en placa el mutante GCN2° sélo
reproduce los efectos de tungstato en el caso de LiCl y KCI. Estudiamos el
efecto de tungstato sobre estos fenotipos. Tungstato exacerbd el defecto de
crecimiento del GCN2°, lo que es consistente con una toxicidad debida a
sobreactivacion de la ruta GCN. En presencia de KCI y NaCl, tungstato
contribuyé a la sensibilidad de la cepa GCN2°. Sorprendentemente, tungstato
elimino la resistencia a LiCl y TMA del GCN2°.

Analizamos también el crecimiento en algunas de estas condiciones en
microcultivo liquido. Para estos analisis se calcul6 el tiempo de duplicacion de
cada cultivo segun ha sido descrito (ver Material y Métodos) y se comparé con
un cultivo control. También se tuvo en cuenta la densidad 6ptica de cada cultivo
tratado en el momento en que su control alcanza fase estacionaria (expresado
en la Tabla 4 como % de inhibicién de crecimiento). GCN2° reprodujo su

resistencia a LiCl y la sensibilidad a KCI y NaCl.
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En conjunto estos datos sugieren que algunos efectos de tungstato pueden
estar mediados por la activacion de la ruta GCN, y otros no. También sugieren
un papel de esta ruta en la regulacién de la homeostasis idnica, como ya ha

sido descrito (Goossens, Dever et al. 2001).

Control Tungstato
wT
mock
GCN2c
wT
KCI 1M
GCN2c
wT
LiCl 0,3M
GCN2c
wT
NaCl 1M
GCN2c
wT
Sorbitol 1,5M GCN2c
wT
TMA 0,4M
GCN2c

Fig. 41. Crecimiento de las cepas WT (BY4741) y GCN2° en placas de YPD en presencia de

los estreses indicados sin y con Tungstato (5 mM).
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BY4741 GCNZ2°
Tratamiento Tiempo de Inhibicion del Tiempo de Inhibicién del
duplicacién (min) | crecimiento (%) | duplicacién (min) | crecimiento (%)

Control 45 - 57 -
KCI 1M 44 9 100 98
LiCl 0,2M 107 95 75 75
NaCl 1M 47 82 77 92
Sorbitol 1M 59 82 87 53

Tabla 4. Crecimiento de las cepas WT (BY4741) y GCN2° en microcultivo liquido en Bioscreen
C en presencia de los estreses indicados. Se el tiempo de duplicacion en minutos y el

porcentaje de inhibicion de crecimiento con respecto a la misma cepa sin tratar.
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1. Efecto de FK506 en células de levadura.

En el presente trabajo demostramos que el inmunosupresor FK506 incrementa
la sensibilidad de la levadura a estrés osmatico independientemente de sus
dianas moleculares establecidas: calcineurina e inmunofilinas. FK506 activa
fuertemente la ruta GCN mediante la induccién de ayuno de aminoacidos como
ya ha sido descrito (Heitman, Koller et al. 1993). De acuerdo con esto, la
prototrofia a triptéfano o el exceso de triptéfano rescatd la toxicidad de FK506,
lo que sugiere que el ayuno de aminoacidos media esta toxicidad. Ademas, la
interrupcién genética de la ruta GCN mitigd parcialmente la sensibilidad
osmatica inducida por FK506, lo que muestra que la activacion de la ruta GCN
también es tdxica para células con estrés osmotico. Encontramos que la ruta
GCN regula la funcion de la ruta de la MAPK Hog1p a través de distintos
mecanismos. Uno de ellos implica una interregulacién positiva entre las
proteina-kinasas Gcn2p y Hog1p, que no habia sido descrita antes. En
conjunto, estos resultados amplian nuestro conocimiento de la coordinacién
entre rutas de transduccidn de sefales bajo condiciones de estrés. Como
ambas rutas, HOG y GCN, estan conservadas en eucariotas superiores, este
mecanismo de accion podria ser relevante para los efectos no terapéuticos del

tratamiento con FK506.

1.1 Efecto de FK506 sobre la disponibilidad de triptéfano

El evento mas relevante que dispara la sensibilidad a estrés osmatico inducida
por FK506 parece ser la privacion de aminoacidos, y mas especificamente la
privacion de triptéfano. Previamente ha sido demostrado que FK506 inhibe la
entrada de aminoacidos a la célula y activa la ruta GCN (Heitman, Koller et al.
1993). De acuerdo con esto, la toxicidad de FK506 se ve atenuada mediante la
adicion de un exceso de triptéfano y la expresion del gen TRP1 o aquellos
genes que codifican para los transportadores de triptéfano Tat1p-Tat2p
(Heitman, Koller et al. 1993; Schmidt, Hall et al. 1994). Sin embargo, no se
sabe todavia como perjudica FK506 al transporte de aminoacidos por Tat1p-

Tat2p. Este efecto no es atribuible a la inhibicién de calcineurina o ninguna de
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las inmunofilinas conocidas de levadura, ya que cepas deficientes para estos
genes contintan siendo sensibles a la toxicidad de FK506 (Lorenz, Muir et al.
1995; Dolinski, Muir et al. 1997; Rodriguez-Hernandez, Sanchez-Perez et al.
2003). Muchos estudios han informado de fenotipos similares con respecto a la
auxotrofia a triptéfano y el rescate con exceso de triptéfano o expresion de los
genes TAT2/TRP1. Es el caso de perturbaciones en el metabolismo de
esfingolipidos (Skrzypek, Nagiec et al. 1998; Friant, Zanolari et al. 2000;
Chung, Mao et al. 2001), alta presion (Abe y Horikoshi 2000), anestésicos
volatiles (Palmer, Wolfe et al. 2002) y el agente antitumoral 4-fenilbutirato
(Grzanowski, Needleman et al. 2002; Liu, Brusilow et al. 2004). Ademas, un
mutante Aerg6 defectivo en la biosintesis de ergosterol tiene también defectos
en la toma de triptofano (Gaber, Copple et al. 1989). La entrada de triptéfano a
la célula es intrinsecamente sensible a frio, y muchos mutantes de levadura
sensibles a frio son auxotrofos para triptofano o tienen mutaciones en
permeasas de triptéfano o en la biosintesis de triptéfano (Singh y Manney
1974; Singh y Manney 1974; Chen, Xiao et al. 1994). Parece asi que el
transporte de tript6fano es un punto clave en la fisiologia de la levadura,
convirtiéndose en factor limitante del crecimiento bajo una gran variedad de
condiciones estresantes. FK506 podria inhibir la funcién de Tat1p-Tat2p, su
tasa de degradacion y/o su trafico alterando la composicién de lipidos de
membrana. Como dato interesante, FK506 inhibe directamente la funcion de
PDR5 (Egner, Rosenthal et al. 1998), un transportador ABC (del inglés ATP-
Binding Cassette) que se sabe controla el contenido de fosfolipidos de la
membrana plasmatica (Kean, Grant et al. 1997). Adicionalmente, la delecion de
la kinasa regulada por TOR, NPR1, que regula la degradacion de la permeasa
de triptéfano TAT2, disminuye la toxicidad de FK506 (Schmidt, Beck et al.
1998). Para fortalecer esta hipotesis se hace necesaria la realizacion de mas

experimentos.

1.2 Efecto de FK506 sobre las rutas GCN y HOG. Conexion funcional entre

ambas rutas.

Como consecuencia del ayuno de triptéfano, FK506 induce fuertemente la ruta

GCN (Figura 14). Nuestros resultados demuestran que la activacion de esta
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ruta también contribuye a la sensibilidad a estrés osmoético, ya que interfiere
con la funcion de Hog1p. Muchas observaciones apoyan esta hipdtesis. La
disponibilidad de triptéfano bloqueé la activacion de la ruta GCN y disminuyd la
sensibilidad osmotica. La interrupcion genética de la ruta GCN rescatd
parcialmente la toxicidad de FK506. Y lo que es mas importante, FK506
aumentd la fosforilacion de Hog1p inducida por estrés osmotico e inhibid, de
manera dependiente de Gcn2p, la expresion de un reportero CRE-lacZ
dependiente de Hog1p. La conclusidon mas relevante que se obtiene de estos
hallazgos es la existencia de una conexién funcional entre las kinasas Gen2p y
Hog1p. En consonancia, la delecion de HOG17 bloqued el aumento en la
fosforilacién de elF2a. y en la traduccion de GCN4 inducidas normalmente por
FK506. Ya se han descrito conexiones funcionales entre estas dos rutas,
principalmente a nivel transcripcional (Goossens, Dever et al. 2001; Pascual-
Ahuir, Serrano et al. 2001). Nuestros resultados amplian esta conexion,
sugiriendo, por primera vez, que Gcn2p y Hog1p podrian regularse
mutuamente directa o indirectamente. EI mecanismo responsable de esta
regulacion bidireccional es aun desconocido. EI modelo mas simple implicaria
la fosforilacion directa entre ambas kinasas. Sin embargo no hay evidencias
genéticas ni bioquimicas disponibles que apoyen esta hipétesis. Otra
posibilidad es que este bucle regulador podria estar mediado por otros
componentes controlados por Gcn2p o Hog1p. Recientemente han sido
descritos eventos activadores de Gen2p por fosforilacién, algunos todavia sin
identificar (Garcia-Barrio, Dong et al. 2002; Cherkasova y Hinnebusch 2003).
Uno o algunos de estos eventos podrian estar regulados por Hoglp. A la
inversa, Gen2p podria estar regulando la funcidén de activadores o inhibidores
de Hog1p. Por otro lado se ha descrito que la expresion del gen STE11, que
codifica una MAPKKK de la ruta HOG, esta regulada por Gen4p (Natarajan,
Meyer et al. 2001). Aunque en el mutante Agcn4, sigue habiendo una mayor
fosforilacion de Hog1p inducida por FK506, no se puede descartar la
participacion del aumento de Ste11p en este efecto. Ademas, un estudio
reciente ha desvelado que la traduccion de los genes de los sensores de la ruta
HOG, SHO1 y SLN1, también aumenta tras ayuno de aminoacidos (Smirnova,
Selley et al. 2005).
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FK506 incrementd una activacion de Hogl1p por alta osmolaridad que no
condujo a un aumento en la expresion del reportero CRE-lacZ dependiente de
Hog1p. Esta evidencia es consistente con un defecto en la senalizacion en la
ruta HOG, por debajo de Hog1p, que podria implicar perturbaciones en el
trafico nucleo-citoplasma de la MAPK Hog1p (Reiser, Ruis et al. 1999) como ya
ha sido descrito (Van Wuytswinkel, Reiser et al. 2000). La actividad de Hog1p
también esta controlada por las serina-treonina fosfatasas Ptc1p, -2py -3p y las
tirosina-fosfatasas Ptp2p y -3p (Mager y Siderius 2002), cuya funcion podria
estar siendo de algun modo regulada por Gcn2p. La delecidon de Ptp2p, un
regulador negativo de Hog1p/p38 (Wurgler-Murphy, Maeda et al. 1997;
Mattison y Ota 2000), mitigo la toxicidad de FK506. El efecto protector de
triptéfano en levadura estaria entonces explicado por su capacidad de regular
la funciéon de fosfatasas de Hog1p. Consistente con esta idea, el exceso de
triptéfano no disminuy6 la toxicidad de FK506 en un doble mutante Aptp2,3 de
levadura. También hay que tener en cuenta que la acumulacion de Hog1p
activo es téxica para la célula ya que induce un severo defecto de crecimiento
(Yaakov, Bell et al. 2003). Este defecto de crecimiento se debe a la induccién
de arresto en fase G1 por fosforilacion de Sic1p (Escote, Zapater et al. 2004) y
en G2 al fosforilar la kinasa Hsl1p (Clotet, Escote et al. 2006). De nuevo, son

necesarios mas experimentos para aclarar estas cuestiones.

La hiperfosforilacion de Hog1p inducida por FK506 requiere a Gen2p, pero no a
Genl1p. Gen1p y -20p facilitan el seguimiento de los niveles de ARNt
descargados por parte de las secuencias relacionadas con His-RS de Gcn2p
(Vazquez de Aldana, Marton et al. 1995) en condiciones de ayuno de purinas o
aminoacidos (Yang, Wek et al. 2000). Por tanto, FK506 podria estar induciendo
la activacion de Gcn2p a través de mecanismos alternativos. Un dato
interesante es que rapamicina, un inhibidor de las kinasas TOR, activa a Gcn2p
por defosforilacion de la serina 577 mediada por el regulador de fosfatasas tipo
2A, TAP42 (Cherkasova y Hinnebusch 2003). Como FK506 induce un ayuno
sostenido de triptéfano y se sabe que el ayuno de aminoacidos modula la
funcién de la ruta TOR (Beck, Schmidt et al. 1999), este nuevo mecanismo de
activacion de Gen2p podria contribuir a la induccion de la traduccion de GCN4
por FK506.
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La supresion de GCN3 y -4 rescatd parcialmente la sensibilidad osmdtica
inducida por FK506 en la levadura, sin disminuir los efectos toxicos de FK506
en la ruta HOG. Luego hay mecanismos adicionales, dependientes de la ruta
GCN, implicados en la toxicidad de FK506. Es mas, la sobreexpresion de
GCN4, sin que afecte a la iniciacion de la traduccion, incrementa la sensibilidad
a estrés salino (Goossens, Dever et al. 2001). Conforme con esto, no se
detecto traduccion de GCN4 en los mutantes Agen3 y 4. Es razonable pensar,
por tanto, que en condiciones de estrés la sobreactivacién de algunos genes
regulados por Gcn4p crearia problemas metabdlicos o dispararia respuestas
celulares que comprometerian la supervivencia celular. Buenos candidatos
para este papel serian las proteinas reguladoras codificadas por genes diana
de Gcndp que se han identificado recientemente en un perfil de expresién
gendémico de células privadas de histidina. Entre ellos se encuentran veintiséis
factores de transcripcion, once proteina kinasas y cuatro subunidades
reguladoras de fosfatasas (Natarajan, Meyer et al. 2001). Entre estas ultimas
se puede citar a GIP1, SAP4, subunidades reguladoras ambas de dos
fosfatasas con un amplio espectro de funciones. Gip1p es reguladora de la
Glc7p especifica de meiosis y es requerida para la formacion de la espora
(Tachikawa, Bloecher et al. 2001). Sap4p regula a Sit4p, fosfatasa implicada en
la transicion de fase G1 a S (Sutton, Immanuel et al. 1991) y en la ruta de
integridad celular (Angeles de la Torre-Ruiz, Torres et al. 2002). El papel de
ambas fosfatasas se discutira mas adelante por su relevancia en la regulacion
de la ruta GCN.

La inactivacion del gen GCNG3, pero no del GCNZ2, produjo resistencia a FK506.
La unica funcion descrita de Gen3p es modular la actividad de elF2B en
respuesta a la fosforilacion de elF2a por Gen2p (Yang y Hinnebusch 1996;
Pavitt, Yang et al. 1997; Pavitt, Ramaiah et al. 1998). Este resultado es
consistente con una activaciéon de la ruta GCN por FK506 de un modo
parcialmente independiente de Gcn2p. Este tipo de activacion ya ha sido
descrito (Ashe, Slaven et al. 2001). Alternativamente, podria estar
produciéndose una transcripcion dependiente de Gcn4p que no implique la

funcidn de Gcn3p pero si requiera Gen2p, como ya ha sido descrito en
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levadura cuando existe ayuno de glucosa o irradiacion con luz ultravioleta
(Marbach, Licht et al. 2001). Aunque no pudimos detectar traduccion de GCN4
ni transcripcion dependiente de Gecnd4p en los mutantes Agen2 y 3 bajo las
condiciones testadas, no se puede excluir ninguna de las posibilidades arriba

descritas.

Un hecho notable es que se requiri6 Hog1p para la activacién de Gcn2p
inducida por FK506. Esto sugiere que, después de un choque osmatico, las
células de levadura pueden regular negativamente la iniciacién de la sintesis de
proteinas a través, parcialmente, de una activacion de Gecn2p dependiente de
Hog1p, con la consiguiente fosforilacion de elF2a. Se ha descrito
recientemente que la inhibicién de la sintesis de proteinas inducida por estrés
osmotico podria estar mediada por la ruta HOG. Hog1p es capaz también de
fosforilar y activar a la kinasa Rck2p, una proteina kinasa similar a calmodulina
(Teige, Scheikl et al. 2001). La Rck2p activa fosforila al factor de elongacién de
la traduccion EF-2, inhibiendo de este modo la traduccion (Teige, Scheikl et al.
2001). Nuestros resultados sugieren que la activacion de Hog1p puede
contribuir a la inhibicién de la sintesis de proteinas por estrés osmotico via
Gen2p durante la iniciacion. Estos datos apoyan la hipotesis de que los
cambios en la eficiencia de traduccion son debidos a un evento de sefializacion

mediado por Hog1p.

1.3 Modelo de actuacion de FK506 en levadura.

Las observaciones obtenidas en este trabajo nos permiten proponer un modelo
provisional para la toxicidad de FK506 en células de levadura bajo estrés
osmotico. Como consecuencia de la activacion de Gcen2p, se incrementa la
fosforilaciéon de Hog1p inducida por estrés osmatico. La hiperfosforilacion de
Hog1p parece interferir con la expresiéon génica dependiente de Hog1p. Gen2p
activa también estimula fuertemente la traduccion de GCN4 y la expresion
génica dependiente de Gcn4p. Ademas, también tiene lugar una potente
inhibicion de la sintesis de proteinas por la fosforilacion de elF2 a cargo de
Gcen2p. En conjunto, todos estos mecanismos disparados por FK506 afectan

negativamente a la respuesta de defensa celular ante el choque osmatico,
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disminuyendo de esta manera la viabilidad en condiciones de alta osmolaridad.
Queda por determinar, y es una hipotesis interesante, si estas respuestas a
FK506 en levadura podrian ser relevantes en los efectos secundarios de

pacientes tratados con este inmunosupresor.

FK506
??
Estrés Ayuno de
osmotico nutrientes

P-Hoglp — Gen2p

P-elF20
Expresion génica
dependiente de Hog1p /

Traduccion del
ARNm de GCN4

I

— SENSIBILIDAD A — Expresion génica
ESTRES OSMOTICO dependiente de GCN4

Parada general
de la traduccion

Ayuno de
nutrientes

Fig. 42. Modelo propuesto para el mecanismo de accion de FK506 de sensibilidad a estrés

osmotico en levadura.
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2. Efecto de FK506 en células humanas.

La validacion en células humanas de los efectos de FK506 observados en
levadura es un punto clave en nuestro trabajo. El tratamiento con FK506 indujo
la fosforilacion de elF2a en células HEK293T, y comprometid la activacion de
p38 y la viabilidad celular después de un choque osmotico (Sanchez-Perez,
Rodriguez-Hernandez et al. 2004). El exceso de aminoacidos o triptéfano
disminuyd los efectos toxicos de FK506, lo que sugiere que la disponibilidad de
aminoacidos, y mas especificamente la de triptéfano, esta de algun modo
ligada a la toxicidad de FK506 (Sanchez-Perez, Rodriguez-Hernandez et al.
2004). Estos hallazgos 1) remarcan la existencia de nuevas dianas especificas
de FK506 y 2) sugieren una conexion funcional entre las rutas p38 y de control

traduccional.

Se ha descrito que FK506 induce un ayuno mantenido de triptéfano en S.
cerevisiae (Heitman, Koller et al. 1993; Schmidt, Hall et al. 1994; Rodriguez-
Hernandez, Sanchez-Perez et al. 2003). Los presentes datos sugieren que
FK506 podria también provocar una privacion de triptéfano en células de
mamiferos: 1) el tratamiento con FK506 incremento la fosforilacion de elF2a,
que responde a una deficiencia de aminoacidos esenciales en células de
mamiferos (Kimball, Mellor et al. 1996; Zhang, McGrath et al. 2002; Jefferson y
Kimball 2003) y 2) el exceso de triptéfano abolié la toxicidad de FK506 en
células HEK293T. Aun queda por determinar como FK506 induce el ayuno de
aminoacidos en células de mamifero. Ya hemos visto que en levadura se ha
propuesto un modelo que implica perturbaciones en la arquitectura de la
membrana plasmatica (Heitman, Koller et al. 1993; Schmidt, Hall et al. 1994;
Rodriguez-Hernandez, Sanchez-Perez et al. 2003) que afectarian a los
transportadores de triptéfano. Por tanto, FK506 también podria estar
induciendo perturbaciones similares en células de mamifero. Como los
aminoacidos regulan rutas de sefalizacion y expresion génica (Jefferson y
Kimball 2003), la deficiencia de los mismos inducida por FK506 interferiria con
las respuestas celulares a condiciones de estrés. Ademas, considerando el

importante papel que juegan los aminoacidos en la secrecion de insulina y
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homeostasis de glucosa (Wollheim y Maechler 2002; Zhang, McGrath et al.
2002), el efecto de FK506 en la disponibilidad de aminoacidos contribuiria

también a la diabetes post-transplante inducida por FK506.

El tratamiento con FK506 incrementé la fosforilacion de elF2a en la serina 51
en células HEK293T. Este evento de fosforilacion esta mediado por al menos
cuatro proteina kinasas: PKR (activada por ARN de doble cadena), HRI
(inhibidor regulado por grupo hemo), PERK (proteina kinasa asociada a reticulo
similar a PKR) y GCN2 (kinasa de la ruta de control general) (Dever 2002). Las
kinasas de elF2a son activadas en respuesta a gran variedad de condiciones
de estrés, entre las que se incluyen infeccidn viral, estrés de reticulo, ayuno de
nutrientes, dafio al ADN, calor y alta osmolaridad (Deng, Harding et al. 2002;
Dever 2002). Como la toxicidad de FK506 fue modulada por la disponibilidad
de aminoacidos, y la privacion de aminoacidos en mamiferos dispara la
fosforilacion de elF2a dependiente de GCN2 (Zhang, McGrath et al. 2002), el
candidato mas plausible a mediar la fosforilacion de elF2a por FK506 seria
GCN2. En levadura, Gen2p es activada por la union de ARNt descargados, que
se acumulan en células privadas de aminoacidos (Hinnebusch 1997). Sin
embargo, también se han descrito otros mecanismos de activacién que no
implican la deteccion de ARNt descargados (Hinnebusch y Natarajan 2002). Se
ha visto que la alta osmolaridad inhibe la iniciacidén de la traduccion en levadura
a través de una ruta nueva que no implica la deteccibn de aminoacidos
(Uesono y Toh 2002). En relacién con esto, el tratamiento con sorbitol estimul6
la fosforilacion de elF2a en células HEK293T (Figura 4B), la cual permanecio
inalterada por el exceso de triptéfano, lo que sugiere que un mecanismo similar

podria estar ocurriendo en células de mamifero.

FK506 elimind la activacion de p38 tras un choque osmoético de manera
dependiente de dosis mientras incubaciones con dosis de 1 a 100 ugr/mL de
CsA no afectaron a la activacion de p38 por sorbitol. Como la sefnalizacion de
calcineurina es totalmente inhibida por 5 ugr/mL de CsA en ensayos celulares
(Sheikh-Hamad, Nadkarni et al. 2001) y las JNKs permanecieron inalteradas

por FK506 y CsA, estos datos indican que (i) calcineurina no esta implicada en
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la inhibicion de p38 dependiente de FK506 vy (ii) podria estar mediada por un
regulador especifico de la funcion de p38. Este fue el caso en levadura, sin
embargo, el tratamiento con FK506 no indujo la expresion de las fosfatasas de
p38 MKP1 y 2 en células humanas. Como MKP1,2 son proteinas labiles (Sun,
Charles et al. 1993) y su funcion esta regulada principalmente a nivel
transcripcional (Hirsch y Stork 1997; Keyse 2000; Pouyssegur, Volmat et al.
2002), esta observacion excluiria a MKP1,2 como mediadores de los efectos
téxicos de FK506 sobre p38. Ademas, el tratamiento con ortovanadato,
inhibidor inespecifico de de tirosina-fosfatasas, no afectd a la inhibicion de p38
inducida por FK506. Esta aparente discrepancia existente entre células de
levadura y de mamifero se podria explicar por los diferentes mecanismos
reguladores de la sefializacién por MAPKs que operan en ambos sistemas
modelo (de Nadal, Alepuz et al. 2002). Como alternativa, estarian implicados
otros reguladores de p38 que no son tirosina-fosfatasas ni MKP1,2, como las
serina-treonina fosfatasas tipo PP2A (Sundaresan y Farndale 2002; Lee, Kim et
al. 2003). Adicionalmente, la activacion de p38 podria estar controlada directa o
indirectamente via fosforilacion de elF2a y/o kinasas de elF2q,
respectivamente, como ya ha sido descrito (Goh, deVeer et al. 2000; lordanov,
Paranjape et al. 2000; Rodriguez-Hernandez, Sanchez-Perez et al. 2003). Se
requiere la realizacion de mas experimentos para discriminar entre estas

posibilidades.

La evidente correlacion observada entre los efectos observados de FK506 en
levadura y células humanas demuestra la validez de la levadura de gemacion
S. cerevisiae como modelo para el estudio de la toxicidad de este

inmunosupresor.

Todas las respuestas a FK506 descritas ocurrieron a concentraciones
farmacoldgicas (Backman, Nicar et al. 1994), lo que sugiere que la modulacion
de p38 y la fosforilacion de elF2a por la droga podrian contribuir a la
inmunosupresién. De hecho, se ha descrito en un modelo de transplante de
intestino delgado en rata, que la inhibicion de la activacién de p38 por FK506
es relevante para la supresion del rechazo agudo del 6rgano transplantado

(Tatekawa, Kanehiro et al. 2001). Ademas, FK506 disminuyé la activacién de
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p38 en células Jurkat asi como de calcineurina, siendo ambos hechos
requeridos para una inmunosupresion eficiente (Matsuda, Shibasaki et al.
2000), y la privacién de triptéfano sensibilizé a células T a la apoptosis previa a
la division celular (Lee, Park et al. 2002). También se ha descrito la incapacidad
de células T de progresar en el ciclo celular tras su activacion si estan en
condiciones de ayuno de triptéfano (Munn, Shafizadeh et al. 1999). Por otro
lado, pacientes tratados con FK506 presentan una secrecién de insulina
disminuida (Weir y Fink 1999; Duijnhoven, Boots et al. 2001) y se sabe que
FK506 interfiere con la secrecion de insulina en células [ pancreaticas
(Redmon, Olson et al. 1996). La sintesis de insulina esta regulada
principalmente a nivel traduccional y la implicacién del control traduccional en la
diabetes ha sido puesta de relieve recientemente (Harding, Zeng et al. 2001;
Scheuner, Song et al. 2001; Shi, Taylor et al. 2003). Por tanto, la regulacion de
la iniciacion de la traduccién a través de la fosforilacion de elF2a mediada por
FK506 podria contribuir a la diabetes post-transplante inducida por FK506. La
modulacioén de la actividad de p38 por el tratamiento con este inmunosupresor
tiene que ser considerado también. La activacion de p38 controla la expresion
del gen de insulina inducida por glucosa en células B pancreaticas (Clark,
Petersen et al. 1993; Macfarlane, McKinnon et al. 1999) y la toma de glucosa
dependiente de insulina en células del tejido muscular y adiposo (Sweeney,
Somwar et al. 1999). Como alteraciones en el control traduccional y en la ruta
de senalizacion de p38 pueden contribuir a patologias humanas (Stoss, Pesch
et al. 1982; Delepine, Nicolino et al. 2000; Kyriakis y Avruch 2001), seria de
interés determinar si variaciones en uno o mas loci que regulen la fosforilacion
de elF2a y p38 son factores importantes que predisponen a la toxicidad de
FK506 en pacientes transplantados bajo terapia con FK506. Ademas, no se
puede descartar que FK506 contribuya a la citotoxicidad provocada por la alta
concentracion de un soluto como glucosa en el torrente sanguineo de

pacientes diabéticos, ya que p38 regula la respuesta a estrés osmaotico.
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3. Tungstato: una molécula moduladora de la toxicidad de
FK506.

La ultima parte de nuestro trabajo se centré en el estudio del mecanismo de
accion de una pequena molécula moduladora de los efectos de FK506, el
tungstato. Esta sal inorganica, usada como agente antidiabético, fue capaz de
rescatar el defecto de crecimiento que provoca FK506 en levadura. Este
rescate es independiente de la interaccion del inmunosupresor con su diana
terapéutica conocida, calcineurina. Tungstato potenci6 la activacién de la ruta
GCN inducida por FK506 y exacerb6 el fenotipo de sensibilidad osmotica
inducido por el inmunosupresor. Ademas, se demostré que tungstato es capaz
de modular la activacion de Hog1p y la expresion génica Hog1p-dependiente,
aunque sin causar un fenotipo observable. El hecho de que la induccién de la
ruta GCN por tungstato sélo se produzca en presencia de otro inductor sugiere
la modulacién de un regulador de la ruta. Tungstato fue capaz de inhibir in vitro
a la fosfatasa Glc7p, regulador negativo de la ruta GCN, y a su ortdlogo
mamifero PP1. Ademas, un mutante con baja actividad Glc7p mimetizé la
resistencia a FK506 que produce tungstato y los datos de interaccion genética
con el mutante gcn2-507 son consistentes con una inhibicion in vivo de la
fosfatasa. Por otro lado, tungstato produce en la levadura fenotipos
relacionados con la homeostasis idnica. En este efecto de tungstato podrian
estar implicadas tanto Glc7p como la fosfatasa Ppz1p, a la que tungstato inhibe
in vitro, como la propia ruta GCN, cuya activacion constitutiva demostré tener

efectos en la regulacion idnica celular.

3.1 Efecto de tungstato sobre la toxicidad de FK506 en levadura.

Tungstato rescato la toxicidad de FK506 en levadura. Como la causa principal
del defecto de crecimiento inducido por el inmunosupresor es el ayuno de
triptéfano, cabria pensar que tungstato esta solucionando de algun modo este
problema. Posibles explicaciones de este rescate son: 1) que tungstato
estuviera evitando el evento responsable del ayuno; 2) que éste se estuviera

paliando al aumentar la entrada de nutrientes en la célula y 3) que tungstato
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mejore la respuesta celular al ayuno. El ayuno producido por FK506 dispara la
ruta GCN, responsable de la induccion de la biosintesis de aminoacidos.
Tungstato potencié la activacién de esta ruta, mejorando de este modo la
respuesta celular al ayuno. Por tanto, las dos primeras opciones pueden
descartarse, al menos como causa principal, porque en ninguna de ellas se
produciria una sobreactivacion de la ruta de control general de nutrientes.
Ademas, un mutante con una alta capacidad de incorporaciéon de aminoacidos,
como el Appz1,2 (Yenush, Mulet et al. 2002), siguié respondiendo a la
induccién de la ruta por parte de FK506 y su sobreactivacion por tungstato
(Figura 35). La sobreactivaciéon de la ruta GCN es consistente con el hecho de
que tungstato exacerbd la osmosensibilidad de la levadura en presencia de
FK506. Ya hemos visto que esta osmosensibilidad dependiente de FK506 se
debe en parte a la activacion de la ruta GCN en presencia del estrés osmatico.
Tungstato no fue capaz de activar la ruta GCN en ausencia de FK506. Este
comportamiento sugiere la actuacion de la sal sobre un regulador de la ruta.
Efectivamente, tungstato inhibi6é a la fosfatasa Glc7p in vitro y un mutante con
baja actividad de esta fosfatasa se mostré resistente a los efectos de FK506.
Glc7p es una fosfatasa que regula negativamente a la ruta GCN defosforilando
el factor elF2a. El rescate por tungstato del crecimiento en condiciones de
ayuno del mutante gcn2-507 (con baja actividad Gcn2p) y no del Agcn2
sugieren ademas que esta inhibicion de Glc7p también esta ocurriendo in vivo.
Por otro lado, tungstato no aumentd la osmosensibilidad en presencia de
FK506 del mutante Agcn4, ya de por si parcialmente resistente a este efecto.
Se refuerza asi la hipotesis, discutida en apartados anteriores, de la
participacion de genes regulados por Gendp en la toxicidad de la ruta GCN

sobre la respuesta a estrés osmatico.

Tungstato exacerbd la sensibilidad osmoética inducida por FK506. Esto se
puede explicar por el efecto negativo que sobre la ruta HOG tiene la activacion
de la ruta GCN y que se discute en apartados anteriores. Sin embargo
tungstato también es capaz de modular la cinética de activacién de la kinasa
Hog1p y su respuesta transcripcional (Figura 29). En esta modulacién podrian

estar implicadas las fosfatasas reguladoras de Hog1p, Ptp2p y Ptp3p, ya que
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tungstato ha demostrado ser un buen inhibidor de tirosina-fosfatasas (Barford,
Flint et al. 1994). Aunque fenotipicamente esta alteracion no parece ser
determinante a las dosis de tungstato utilizadas, son necesarios mas
experimentos para establecer su importancia en la ruta de respuesta a estrés

osmotico.

La inhibiciéon de una fosfatasa de elF2a por parte de tungstato parece mediar la
sobreactivacion de la ruta GCN y por tanto, el rescate del defecto de
crecimiento inducido por FK506. De acuerdo con ello, un mutante con baja
actividad GlIc7p es parcialmente resistente a FK506 (Figura 37) y a la
regulacion de la activacion de la ruta GCN por tungstato (Figura 38). Ademas,
tungstato rescata el crecimiento de un mutante gcn2-507 con baja actividad
Gcen2p en presencia de 3AT, lo que es consistente con una inhibicién in vivo de
Glc7p (Wek, Cannon et al. 1992). El hecho de que tungstato inhiba in vitro tanto
a Glc7p como a su ortélogo mamifero, la subunidad catalitica de PP1, indica
que la inhibicidn de tungstato es directa sobre la actividad enzimatica de la
fosfatasa, mas que sobre su afinidad por ciertas subunidades reguladoras
especificas. Aunque tampoco se puede descartar esta posibilidad ya que se ha
descrito la inhibicion por tungstato de la interaccion entre la fosfatasa Cdc14p y
su regulador Net1p (Traverso, Baskerville et al. 2001). Por tanto, la accion de
tungstato sobre la célula puede ser tan pleiotrépica como las funciones de la
fosfatasa que inhibe. Glc7p ejerce funciones tanto en la regulacion de la
homeostasis idnica (Williams-Hart, Wu et al. 2002) como en la de la progresion
del ciclo celular (Hisamoto, Sugimoto et al. 1994). De este modo se podrian
explicar otros efectos del tratamiento con el agente antidiabético. Tungstato
provoco: 1) resistencia a LiCl y NaCl y sensibilidad a KCI (Figura 30); 2)
aumento de la expresion del gen ENA1, y 3) retraso de la entrada en ciclo tras
arresto con factor o (Figuras 34 y 40), aunque este ultimo efecto es
independiente de Glc7p (Figura 40). Para explorar el efecto que tungstato
pueda tener sobre otras funciones de Glc7p se hacen necesarios mas
experimentos. Entre estas funciones cabe destacar aquéllas implicadas en el
metabolismo de la glucosa, como la represion por catabolito (Tu y Carlson
1994) y la sintesis de glucdgeno (Cannon, Pringle et al. 1994). Ademas, hay

que mencionar que tungstato produce en levadura una cinética de crecimiento
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caracterizada por un ligero retraso en el inicio de la fase exponencial y un
mayor rendimiento de biomasa (datos no mostrados). Estas observaciones son
consistentes con una inhibicion de la fermentacion y un aumento de la
respiracion. Hay que recordar que el vanadato, compuesto muy similar al
tungstato, inhibe la (glicolisis a través de la gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa (Benabe, Echegoyen et al. 1987).

Tampoco hay que descartar la propia (sobre)activacién de la ruta GCN como
responsable de los fenotipos inducidos por tungstato. Una cepa que expresa
una version constitutivamente activa de la kinasa Gcn2p también presenta
resistencia a LiCl y sensibilidad a KCI (Figura 41). Ademas, ya se ha descrito la
participacion de esta ruta en la respuesta a estrés salino (Goossens, Dever et
al. 2001). En cuanto a su participacion en ciclo, recientemente se ha descrito la
implicaciéon de dos ortélogos de Gen2p en mamiferos, PERK y GCN2, en el
arresto de ciclo en respuesta a estrés de reticulo (Hamanaka, Bennett et al.
2005).

Por otro lado no se puede descartar la existencia de otras posibles dianas de
tungstato mediadoras de todos estos fenotipos, como ya se ha visto para el
retraso en la progresion de ciclo celular (Figura 40). Una posibilidad es la de
las fosfatasas Ppz1p y Ppz2p, importantes en la regulacién de la homeostasis
idnica y progresion del ciclo celular (Yenush, Mulet et al. 2002), asi como de
Ena1p (Ruiz, Yenush et al. 2003). Tungstato inhibi6 in vitro a Ppz1p (Figura
32) y, aunque no hay evidencias claras de que su inhibicién in vivo sea
relevante (Figura 33), no se puede descartar su contribucién. Otra posibilidad
interesante es la fosfatasa Sit4p. Esta fosfatasa desempefia funciones de
regulacion de ciclo (Sutton, Immanuel et al. 1991) y homeostasis ionica
(Manlandro, Haydon et al. 2005) y recientemente se ha descrito su
participacion en la regulacion del estatus de fosforilacion de Gen2p y elF2a
(Cherkasova y Hinnebusch 2003; Rohde, Campbell et al. 2004). Un tercer
candidato es la fosfatasa Tdp1p, implicada en procesos de metabolismo del
ADN, y cuya inhibicién por tungstato ya ha sido descrita (Davies, Interthal et al.
2002).
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Por ultimo no hay que olvidar la existencia de posibles dianas de tungstato
diferentes a las ya mencionadas e involucradas en otros procesos que pudieran
ser de interés tanto para los efectos observados como para otros nuevos aun
sin explorar. Ya han sido descritos, en diferentes organismos, multiples
implicaciones del tungstato en otros procesos metabdlicos distintos a los ya
sefalados de reacciones de transferencia de grupos fosfato. Entre ellos
podemos mencionar aquellos relacionados con el estado redox celular:
inhibicion de la xantina oxidasa en mamiferos (Loftis, Johanns et al. 2000;
Natarajan, Ramamoorthy et al. 2006), del sistema de oxidacion de sulfuro en
Acidithiobacillus thiooxidans (Negishi, Muraoka et al. 2005) o de la nitrato
reductasa de maiz (Espen, Nocito et al. 2004).
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Fig. 43. Aportacion de tungstato (en rojo) al modelo propuesto para el mecanismo de accién de

FK506 de sensibilidad a estrés osmotico en levadura.
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3.2 Implicacion de los efectos descritos en el uso terapéutico del

tungstato.

Tungstato ha demostrado sus efectos antidiabéticos en multiples modelos de
experimentacion: potencia los efectos de insulina en adipocitos de rata (Goto,
Kida et al. 1992; Li, Elberg et al. 1995), estimula la liberacién de insulina en
pancreas de rata (Silvestre, Egido et al. 2005), favorece la regeneracion de
células B en el pancreas (Fernandez-Alvarez, Barbera et al. 2004) y ha
demostrado eficacia como agente oral antidiabético en ratas obesas Zucker
diabéticas (Munoz, Barbera et al. 2001) y en ratas con diabetes inducida por
estreptozotocina (Barbera, Fernandez-Alvarez et al. 1997; Barbera, Gomis et
al. 2001). En este ultimo modelo animal ademas mejora otros parametros como
la funcién cardiaca (Nagareddy, Vasudevan et al. 2005) y la reproductiva
(Ballester, Dominguez et al. 2005). Si bien parte de la normalizacién de la
glucemia ha sido explicada por la capacidad de tungstato de inhibir la glucosa-
6-fosfatasa (Foster, Young et al. 1998), la mayoria de los mecanismos
moleculares que subyacen a estos efectos son todavia desconocidos. Nuestros
resultados en levadura sugieren que una diana candidata de la accion de
tungstato es la fosfatasa PP1. Diversos estudios farmacoldgicos han revelado
la importancia de PP1 en la regulacién dependiente de insulina de enzimas
metabdlicas como la glucdgeno sintasa, la lipasa sensible a hormona y la
acetil-CoA carboxilasa (Haystead, Sim et al. 1989; Hess, Suchin et al. 1991).
Estos datos convierten a PP1 y a sus reguladores en buenos candidatos a
estudios de asociacion entre SNPs (de Single Nucleotide Polymorphism) de

PP1, sus reguladores y la predisposicion a diabetes.

Por otro lado, la inhibicién de una fosfatasa de elF2a por tungstato potencia la
activacién de la ruta GCN, como ya hemos comentado anteriormente. Multiples
estudios han desvelado el protagonismo de kinasas de elF2a en sindromes
diabéticos (Wolcott y Rallison 1972; Stoss, Pesch et al. 1982; Delepine,
Nicolino et al. 2000), hiperglicemia y muerte de células  en ratones (Harding,
Zeng et al. 2001; Scheuner, Song et al. 2001), asi como la importancia del

control traduccional del ARNm de insulina (Scheuner, Mierde et al. 2005).
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Tungstato redujo la toxicidad de FK506 en levadura. De acuerdo con ello,
tungstato también rescata parcialmente la hiperglicemia inducida por FK506 en
un modelo de rata (Dominguez y Guinovart, comunicacion personal). Cabe
preguntarse si la interaccién de FK506 y tungstato podria ser relevante a nivel
terapéutico. Como ya se ha mencionado, uno de los principales efectos no
terapéuticos del tratamiento inmunosupresor con FK506 es la diabetes post-
transplante. Tungstato podria usarse como paliativo de los efectos adversos de
la terapia post-transplante con FK506. Sin embargo, tal propuesta debe tener
en cuenta la posible interferencia de tungstato en la actividad inmunosupresora
de FK506. Hay evidencias de que tungstato mejora la funcién inmunolégica en
ratas diabéticas (Palanivel y Sakthisekaran 2002) y de que otros inhibidores de
tirosina-fosfatasas similares al tungstato, como el vanadio, son potentes
activadores de los linfocitos T (Barat y Tremblay 2003). Por otro lado, ya se ha
discutido en apartados anteriores la mas que presumible contribucion del ayuno

de triptéfano en la inmunosupresion.

La accion de tungstato sobre la ruta GCN presenta otros potenciales efectos
terapéuticos. En ratas obesas disminuye la ganancia de peso y la adiposidad
incrementando la termogénesis y la oxidacion de lipidos (Barcelo-Batllori,
Corominola et al. 2005; Claret, Corominola et al. 2005). Recientemente se ha
descrito la importancia de la ruta de control traduccional para la adaptacion de
ratones a dietas con alto contenido en grasa (Scheuner, Mierde et al. 2005). En
estas condiciones de alta demanda de insulina, paradas intermitentes en la
traduccién de su ARNm permiten el correcto plegamiento de la hormona. Una
disminucién en la funcion de fosforilacién de elF2a genera en estos casos
obesidad severa y diabetes. Por otro lado, tungstato disminuye la fosforilacién
de la proteina tau, involucrada en la enfermedad de Alzheimer, mediante la
inhibicion de la kinasa GSK3 (Gomez-Ramos, Dominguez et al. 2006) y se ha
descrito relacion entre la fosforilacion de elF2a y esta enfermedad (Chang,
Wong et al. 2002). La inhibicion de GSK3 por tungstato también se ha
relacionado con la mejora de la funcidon reproductora en ratas diabéticas
(Ballester, Dominguez et al. 2005). Existe relacion entre la kinasa GSK3 y la

ruta de control traduccional, ya que una de las dianas de fosforilacion de esta
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kinasa es la subunidad ¢ del factor elF2B, subunidad catalitica del factor de
reciclaje del complejo ternario de iniciacién de la traduccién (Wang, Paulin et al.
2001). Mutaciones en elF2B (y por tanto, en la funcionalidad de la ruta GCN)
estan implicadas en muchas patologias neurodegenerativas (revisados en
(Fogli y Boespflug-Tanguy 2006)). No se puede descartar tampoco que la
inhibicion por tungstato de PP1 pueda afectar a otras funciones de la fosfatasa.
Esto implica una cantidad enorme de procesos potencialmente regulables por
tungstato, en los que intervienen al menos cincuenta subunidades reguladoras.
Recientemente, por ejemplo, se ha descrito la inhibicion de PP1 como un
proceso favorecedor de la formacion de la memoria a largo plazo en el ratén
(Waddell 2003).

Seria atractivo explorar la potencialidad terapéutica de tungstato en procesos
patoldgicos en los que la ruta GCN es relevante. Por ejemplo, se ha descrito la
implicacién de la fosforilacion de elF2a en: 1) procesos tumorales: promueve
apoptosis en respuesta a inhibicion del proteasoma (Jiang y Wek 2005) y
defectos en la fosforilacion facilitan la transformacion maligna de fibroblastos
humanos en cultivo (Perkins y Barber 2004); 2) infecciones virales: la kinasa de
elF2a PKR es un regulador esencial en la respuesta a infecciones virales
(revisado, por ejemplo, en (Kaempfer 2003); 3) preservacion de 6rganos:
recientemente se ha descrito que una fosforilacion basal de elF2a tiene efectos
citoprotectores (Lu, Jousse et al. 2004) y esto puede ser de enorme relevancia

en la preservacion de érganos destinados a trasplante.

Saccharomyces cerevisiae se ha convertido en una herramienta indispensable
en el rastreo de nuevos farmacos, asi como en el estudio de sus mecanismos
de accion. Su facilidad de manipulacion y el conocimiento de su genoma y
proteoma facilitan y abaratan el proceso de desarrollo de terapias
farmacoldgicas. Nuestros resultados han permitido no sélo identificar nuevos
mecanismos de accion del inmunosupresor FK506 y profundizar en el
mecanismo de accién de un antidiabético que esta en fase Il de ensayo clinico,
sino también: 1) identificar nuevos mecanismos reguladores celulares; 2) genes

que median las respuestas celulares a estas drogas y que presentan un
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potencial en estudios farmacogendmicos y farmacogenéticos; 3) identificar
dianas moleculares que permitan el desarrollo de nuevos farmacos y 4)

desarrollar una plataforma de rastreo para esos farmacos.
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Conclusiones

1. FK506 activa la ruta de Control General de Nutrientes (GCN) induciendo un
ayuno sostenido de triptéfano e incrementa la sensibilidad a estrés osmaético en
levadura y células humanas. La activacién de la ruta GCN por FK506 esta de

algun modo implicada en la toxicidad del inmunosupresor.

2. Al menos en levadura, las kinasas principales de las rutas GCN y HOG,

Gcen2p y Hog1p, estan conectadas funcionalmente.

3. Gen2p tiene funciones adicionales ademas del control traduccional.

4. Hog1p regula de alguna manera la sintesis de proteinas.

5. La validacion de los efectos de FK506 en células humanas se ha hecho a

dosis farmacoldgicas. Por tanto éstos podrian ser relevantes tanto para los

efectos terapéuticos como para los no terapéuticos del inmunosupresor.

6. Tungstato rescata la toxicidad de FK506 favoreciendo la activacion de la ruta

GCN dependiente de FK506. Los datos son consistentes con la inhibicién de la

fosfatasa de elF2a, PP1.

7. La manipulacién farmacolégica de la ruta GCN puede ser relevante para el

desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas en el tratamiento de la diabetes y

otras enfermedades.
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The immunosuppressant Tacrolimus (FK506) has in-
creased the survival rates of organ transplantation.
FK506 exerts its immunosuppressive effect by inhibition
of the protein phosphatase calcineurin in activated T-
cells. Unfortunately, FK506 therapy is associated with un-
desired non-therapeutic effects involving targets other
than calcineurin. To identify these targets we have ad-
dressed FK506 cellular toxicity in budding yeast. We show
that FK506 increased cell sensitivity upon osmotic chal-
lenge independently of calcineurin and the FK506-bind-
ing proteins Fprlp, -2p, -3p, and -4p. FK506 also induced
strong amino acid starvation and activation of the gen-
eral control (GCN) pathway. Tryptophan prototrophy or
excess tryptophan overcame FK506 toxicity, showing that
tryptophan deprivation mediated this effect. Mutation of
the GCN3 and -4 genes partially alleviated FK506 toxicity,
suggesting that activation of the GCN pathway by FK506
was also involved in osmotic tolerance. FK506 enhanced
osmotic stress-dependent Hoglp kinase phosphorylation
that was not accompanied by induction of a Hoglp-de-
pendent reporter. Interestingly, deletion of the GCNZ2
gene suppressed FK506-dependent Hoglp hyperphospho-
rylation and restored Hoglp-dependent reporter activity.
Conversely, deletion of the HOG1 gene impaired FK506-
dependent activation of Gen2p kinase and translation of a
GCN4-LacZ reporter, highlighting functional cross-talk
between the Gen2p and Hoglp protein kinases. Taken
together, these data demonstrate that both FK506-in-
duced amino acid starvation and activation of the GCN
pathway contribute to cell sensitivity to osmotic stress
and reveal a positive regulatory loop between the Hoglp
and Gen2p pathways. Given the conserved nature of
Gen2p and Hoglp pathways, this mechanism of FK506
toxicity could be relevant to the non-therapeutic effects of
FK506 therapy.

FK506 and cyclosporin A (CsA)! are immunosuppressants
used to prevent allograft rejection after organ transplantation.
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FK506, by complexing with the immunophilin FK506-binding
protein, blocks the activity of the calcium-calmodulin-activated
protein phosphatase calcineurin (1). Inhibition of calcineurin
impedes nuclear translocation of the transcription factor NF-
AT, which controls interleukin-2 gene expression. CsA also
inhibits the NF-AT/interleukin-2 pathway through complex
formation with another immunophilin, cyclophilin (1). FK506
and CsA therapies are associated with non-therapeutic toxici-
ties (2). Among them, posttransplant diabetes mellitus is fre-
quently observed (3). Recent studies have confirmed the
greater diabetogenic potential of FK506 versus CsA in trans-
plant patients (3, 4), suggesting that calcineurin inhibition
does not mediate this effect. Unfortunately, the molecular
mechanisms of FK506-induced posttransplant diabetes melli-
tus still remain obscure. Because of its tractable genetics and
ease of manipulation, Saccharomyces cerevisiae is an excellent
eukaryotic model to identify target(s) for drugs that have un-
known mechanisms of action (5).

High osmolarity in yeast triggers the HOG mitogen-acti-
vated protein (MAP) kinase pathway, leading to increased
transcription of stress-responsive genes and to intracellular
accumulation of glycerol (6, 7). Changes in external osmolarity
are sensed by two transmembrane proteins acting independ-
ently and converging at the level of the MAP kinase kinase
Pbs2p, which controls dual phosphorylation and activation of
Hoglp (8). Active Hoglp translocates to the nucleus and regu-
lates part of the osmotic gene expression by direct phosphoryl-
ation of transcriptional activators like Hot1p (9) and repressors
like Skolp (10, 11). Skolp binds to CRE-like sequences found in
the promoters of several genes involved in adaptation to high
osmolarity such as the ENAI gene, encoding an Na™-ATPase
(10). Additionally, nuclear Hoglp associates with the transcrip-
tional machinery and modulates promoter binding of these
transcription factors (12, 13). Hoglp also regulates its own
intracellular distribution by induction of its nuclear export
mediated by its kinase activity (14). Other responses to osmotic
stress include inhibition of nutrient uptake, protein synthesis,
and the expression of genes encoding ribosomal proteins in
yeast (6, 15). Although it remains unclear how osmotic stress
transiently down-regulates protein synthesis, recent evidence
suggests that it might be mediated by the Hoglp MAP kinase
pathway itself (16, 17).

FK506 inhibits amino acid uptake in yeast and induces
translation of the transcriptional activator Gen4p (18). GCN4
translation is controlled by a regulatory pathway activated by
amino acid or purine starvation and called the general control
pathway (GCN) (19). In response to nutrient deprivation,
S. cerevisiae induces phosphorylation of the a subunit of eu-
karyotic translation initiation factor 2 (eIF-2) at serine 51 by
the Gen2p protein kinase (19). Translational regulation of
GCN4 is mediated by four short open reading frames located in
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the 5'-untranslated region of GCN4 (uORF's). In cells without
nutrient limitation, the uORFs block GCN4 translation effi-
ciently (19, 20). Upon amino acid or purine deprivation, Gen2p-
dependent phosphorylation of elF-2a leads to reduced active
elF-2 levels, thus allowing increased GCN4 translation be-
cause of bypassing the uORFs. High levels of Gen4p stimulate
expression of genes involved in amino acid biosynthesis (21).

We report here that FK506 increased the sensitivity of yeast
cells to osmotic stress by inducing amino acid starvation and
strong activation of the GCN pathway. We found that activa-
tion of the GCN pathway regulated the activity of the Hogl
MAP kinase pathway by distinct mechanisms. At least one of
these mechanisms involved a positive regulatory loop between
the Gen2p and Hoglp protein kinases that has not been de-
scribed previously. These results also suggest that transient
inhibition of protein synthesis by osmotic stress might be reg-
ulated by Hoglp and Gen2p at the initiation step. Given the
conserved nature of the Gen2p and Hoglp pathways, these
FK506-dependent events could be of significance to the second-
ary effects of FK506 treatment.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Yeast Strains and Plasmids—The fprl, -2, -3, and -4 strains, lacking
the corresponding immunophilins and the quadruple fpri-4 mutant
strain, have the JK93.da genetic background (MATa his4 HMLa leu2-3,
112 rmel trpl ura3-52). These mutants together with their isogenic
parental strain have been described previously (22). The rest of the
strains used in this study have the W3031a genetic background (MAT4a,
ade2-1, can1-100, his3-11, leu2-3, trp11-1, ura3.1). The cnbl strain,
harboring a disruption of the calcineurin regulatory subunit CNB1, has
been described (23). The LEU2, URA3, HIS3, and TRP1 strains were
generated by transformation of the W3031a strain with the YCpIF1
(LEU2), YCpIF4 (URA3), YCpIF7 (HIS3), and YCpIF15 (TRP1) plas-
mids, respectively (24). The genl, -2, -3, and -4 strains have also been
described (25). Likewise the hogl strain, lacking the HOG1 gene, has
been described (26). Yeast cells were transformed by standard proce-
dures (27).

The URS CRE g, ,-CYCI-LacZ pMP224 reporter plasmid has been
described previously (10). The plasmid p180, expressing a GCN4-LacZ
fusion including the entire GCN4 5’-non-coding region with four up-
stream open reading frames inserted into YCp50, a low copy-number
plasmid marked with URA3, has also been described (28). The HIS4-
LacZ p377 reporter plasmid has been described previously (29).

B-Galactosidase Assays—Yeast cells transformed with the appropri-
ate reporter plasmids were grown selectively in S.D. medium and then
diluted in YPD. Exponential cultures were treated with FK506 and/or
sorbitol as indicated. B-Galactosidase activity was determined at the
indicated times as described elsewhere (30) and represented as B-ga-
lactosidase activity units. Data are the mean *= S.E. from three inde-
pendent transformants, each one measured in duplicate.

Yeast Growth Assays—Standard methods for yeast culture and ma-
nipulations were used (31). Synthetic medium (S.D.) contained 2%
glucose, 0.67% yeast nitrogen base without amino acids (Difco), and the
amino acids, purine, and pyrimidine bases required by the strains of
interest. YPD medium contained 2% glucose, 2% peptone, and 1% yeast
extract. FK506 was kindly provided by Fujisawa Inc., dissolved in
ethanol, and diluted in YPD at the corresponding doses.

For analysis of cell growth by drop test, logarithmically growing cells
in liquid YPD medium were 10-fold serially diluted, and volumes of
around 3 pl were dropped with a stainless steel replicator (Sigma) on
solid plates containing 2% Bacto-Agar (Difco) and YPD medium with
the corresponding doses of FK506 and/or sorbitol (Sigma) as indicated.
Growth was recorded after 2-5 days in all cases.

For viability assays, exponentially growing cultures in liquid YPD
were collected by centrifugation, and an equal number of cells were
plated onto YPD plates containing the corresponding doses of FK506
and/or sorbitol. Colonies were quantitated after 2-5 days in all cases.
Data represented are the mean * S.E. of at least two independent
experiments, each one done in duplicate.

The ability of yeast cells to grow in various liquid conditions was
tested by adding equal amounts of cells from overnight cultures in YPD
to 3 ml of YPD supplemented with the corresponding doses of FK506
and/or sorbitol. ODgs, was measured at the indicated time points.
Growth inhibition (%) for a given strain in FK506-containing medium
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was expressed as the ratio of the ODgg, obtained for this strain to the
ODggq of the control culture.

Immunoblotting—Strains were grown in liquid YPD medium to mid-
log phase and then treated with the corresponding doses of FK506
and/or sorbitol at the indicated times. After treatment, equal numbers
of cells were collected by centrifugation and resuspended in 20% tri-
chloroacetic acid. Cells were lysed by glass-beads vortexing. Insoluble
protein extracts were pelleted by centrifugation and resuspended in
alkaline Laemmli buffer. 20 ug of total cellular protein was subjected to
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to nitrocellu-
lose (Protran®, Schleicher & Schiill) filters. Uniform gel loading was
confirmed by Ponceau S staining of membranes after transfer. Phos-
phorylated Hoglp was detected with an antiphospho-p38 antibody
(Thr'®-Tyr'®?) from New England Biolabs (NEB). Phosphorylated
elF-2a was detected with an antiphospho-elF-2« antibody (Ser®?) from
New England Biolabs. Immunocomplexes were visualized by enhanced
chemiluminescence detection (Pierce) using a HRP-conjugated goat
anti-rabbit IgG (Bio-Rad). The figures show an experiment represent-
ative of at least two independent ones with essentially identical results.

RESULTS

FK506 Confers Sensitivity to Osmotic Stress in Yeast Inde-
pendently of Calcineurin and FK506-binding Proteins—Previ-
ous evidence has revealed the existence of new targets of
FK506 other than calcineurin in budding yeast (32). To identify
these targets, we screened for FK506 effects on yeast cell
growth under different conditions. We used the WT' W303.1a
strain and the cnb1 mutant, which lacks the calcineurin regu-
latory subunit CNBI and has no detectable calcineurin activ-
ity. Interestingly, we found that FK506, in addition to inhibit-
ing growth under normal conditions, dramatically increased
cell sensitivity to sorbitol in both strains (Fig. 14). CsA did not
induce any detectable osmotic sensitivity at doses 20-fold
higher than those used for FK506 (Fig. 1A). Other candidate
targets mediating this sensitivity could be one or some of the
immunophilins known to be intracellular targets of FK506. S.
cerevisiae has four of these proteins encoded by the FPR1, -2,
-3, and -4 genes, respectively (22, 33). It was shown previously
that neither fpri, -2, -3, and -4 nor the quadruple fpri-4
mutants were resistant to FK506 toxicity at high doses (22, 33).
Thus, we tested the effect of FK506 on the growth under os-
motic shock of immunophilin single mutants and the fpri-4
quadruple mutants. As shown in Fig. 1B, disruption of the
immunophilin genes did not improve cell growth in the pres-
ence of sorbitol and FK506, in agreement with previous find-
ings (22, 33). Therefore, FK506-induced sensitivity to high
osmolarity in yeast was independent of the known targets
calcineurin and immunophilins.

Tryptophan Prototrophy or Excess Tryptophan QOuvercomes
FK506-induced Osmotic Stress Sensitivity in Yeast—FK506 im-
pairs S. cerevisiae cell growth by inhibition of tryptophan,
histidine, and leucine import in yeast strains auxotrophic for
these amino acids (18, 34). Accordingly, prototrophy for one of
these amino acids or an excess of tryptophan or histidine added
exogenously to the growth medium rescued the growth defect
(34). We assessed whether amino acid prototrophy was also
able to modulate the FK506 osmotic phenotype in a set of WT'
strains prototrophic for histidine, leucine, tryptophan, or uracil
by testing the growth of these strains in sorbitol-containing
medium with FK506. As shown in Fig. 2A, only the WT-TRP1
strain was able to grow in the presence of FK506. Consistent
with this, excess tryptophan in the growth medium also re-
lieved FK506 osmotic sensitivity in the WT' and the cnbl mu-
tant (Fig. 2B). Therefore, these results confirm that tryptophan
availability alleviates the FK506 sensitivity to osmotic stress in
a calcineurin-independent manner.

FK506-induced Tryptophan Deprivation Activates the Gen-
eral Control Pathway—FK506 blocks amino acid import, gen-
erating starvation of amino acids, and stimulates GCN4 trans-
lation (18, 34). To determine whether GCN4 translation was
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Fic. 1. FK506 increases yeast sensitivity to osmotic stress in-
dependently of calcineurin and immunophilins. A, growth of the
WT (W303.1a) and cnbl strains on YPD plates containing FK506 (50
pg/ml), CsA (1 mg/ml), and/or sorbitol (0.5 m). B, growth of the WT'
(JK93.da) and fprl, -2, -3, -4, and -1-4 strains on YPD plates containing
FK506 (10 pg/ml) and/or sorbitol (1 M). Equivalent toxic doses of FK506
were used in each drop test for the W303.1a and JK93.da genetic
backgrounds. Drop tests were done as described under “Experimental
Procedures.”

dependent on general control pathway activation, we tested the
effect of FK506 on the p180 GCN4-lacZ reporter in the WT and
genl, -2, -3, and -4 yeast strains. The p180 reporter contains
the entire GCN4 5'-untranslated region driving expression of
the LacZ gene. GCNI together with GCN20 encode adaptor
proteins, which bind to ribosomes and interact with GCN2
kinase mediating its activation by uncharged tRNAs (35, 36).
GCN3 encodes the a subunit of eIF-2B, a multisubunit guanine
nucleotide exchange factor that regulates levels of GTP-bound
elF-2a. Phosphorylated elF-2a binds to Gen3p and blocks
elF-2B exchange function favoring selective translational in-
duction of GCN4 (37-39). When expression from the GCN4-
LacZ reporter was measured 3 h after FK506 addition, 3-fold
induction was seen in the W7 strain but was absent in all of the
gen mutants tested (Fig. 3A). We also tested a HIS4-LacZ
reporter containing the HIS4 promoter driving the LacZ gene
in the WT and genl, -2, and -3 strains. Expression of HIS4-
LacZ increases after amino acid starvation in a Gen4p-depend-
ent manner (40). As expected, following FK506 addition there
was a 4-fold increase in HIS4-LacZ expression after 3 h in the
WT strain, which was abolished in the gen mutants (Fig. 3B).
Interestingly, tryptophan prototrophy or addition of excess
tryptophan also abolished GCN4-LacZ induction by FK506
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Fic. 2. Tryptophan prototrophy/excess tryptophan alleviates
FK506 toxicity in yeast. A, growth of WI"and WT-HIS3, LEU2, TRP1,
and URAS3 strains on YPD plates containing FK506 (50 pg/ml) and/or
sorbitol (1 m). B, growth of the WT and cnbl strains on YPD plates
containing FK506 (50 ug/ml) and/or sorbitol (1 M) supplemented or not
with 4-fold excess tryptophan (4X7Trp). Drop tests were done as de-
scribed under “Experimental Procedures.”

(Fig. 3C). Therefore, these data show that FK506 induces
GCN4 control by activating the GCN pathway. Furthermore,
these findings confirm that starvation for tryptophan is the
most relevant event triggering GCN4 expression in response to
FK506.

Disruption of the GCN Pathway Alleviates FK506-induced
Osmotic Sensitivity—Recently, a functional connection be-
tween the GCN pathway and tolerance to salt stress has been
described (25). Disruption of the GCN pathway increased tol-
erance to NaCl suggesting that (over)activation of this pathway
had toxic effects on cell growth under salt stress. If the same
was true for FK506, then its toxicity should be modulated by
inactivation of the GCN pathway. To test this possibility, we
analyzed the growth of the genl, -2, -3, and -4 mutants in the
presence of sorbitol and/or FK506. Deletion of GCNI and -2 did
not affect FK506 sensitivity to high osmolarity. Remarkably,
FK506-induced sensitivity to osmotic stress was substantially
reduced in the gecn3 and -4 mutants (Fig. 4A). We further
characterized the gen3 and -4 suppression of FK506 osmotic
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Fic. 3. FK506 induces GCN4 translation and Gen4p-dependent
gene expression. A, induction of the p180 GCN4-LacZ reporter in WT'
and GCN pathway mutant strains treated with or without FK506 for
3 h. B, induction of the p377 HIS4-LacZ reporter in WT' and GCN
pathway mutant strains treated with or without FK506 for 3 h. C,
induction of the GCN4-LacZ reporter in tryptophan auxotrophic (¢rp1)
and prototrophic (TRP1) WT strains treated with or without FK506 for
3 h or supplemented with 4-fold excess tryptophan (4XTrp). B-Galac-
tosidase activity was measured and represented as described under
“Experimental Procedures.” Open bars, mock treatment (vehicle); filled
bars, FK506 treatment (50 pg/ml).

sensitivity by measuring the growth of the WT and the gen1, -2,
-3, and -4 mutants under osmotic stress in the presence or
absence of FK506. As a control we used the WT-TRP1 strain,
which is resistant to FK506 toxicity. Unexpectedly, FK506
inhibited cell growth to the same extent in all the strains tested
(Fig. 4B), suggesting that resistance to FK506 toxicity in the
gne3 and -4 mutants was due to increased cell viability rather
than improved cell growth under stress conditions. To test this
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FiG. 4. Disruption of the GCN pathway overcomes FK506 tox-
icity in yeast. A, growth of WT' and GCN pathway mutant strains on
YPD plates containing FK506 (50 pg/ml) and/or sorbitol (1 m). Drop
tests were done as described under “Experimental Procedures.” B,
growth assays of WI', WI-TRP1, and GCN pathway mutant strains in
YPD medium with sorbitol (1 M) with or without FK506. ODgg, was
measured 8 h after treatment. C, colony-forming ability of WT', WT-
TRPI, and GCN pathway mutant strains on YPD plates with sorbitol
(1 M) treated with or without FK506. Quantitation was done as de-
scribed under “Experimental Procedures.” Open bars, mock treatment
(vehicle); filled bars, FK506 treatment (50 pg/ml).

hypothesis we measured the ability of each mutant to form
viable colonies in sorbitol-containing plates with or without
FK506. As shown in Fig. 4C, the colony-forming ability of the
WT-TRP1 strain remained unaffected in the presence or ab-
sence of FK506. The number of viable colonies in FK506-con-
taining medium was substantially higher in the gen3 and -4
mutants than in the WT-trpl, genl, and gen2 mutants as
expected. Interestingly, deletion of GCN3 and -4 did not fully
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Fic. 5. FK506 augments osmotic stress-induced Hoglp phos-
phorylation via Gen2p. Immunodetection of phospho-Hoglp in WT'
and GCN pathway mutant strains pretreated with (+) or without (—)
FK506 (50 pg/ml) for 1 h and then exposed or not to sorbitol (1 m) for 45
min. Even loading of the gels was confirmed by Ponceau S (PonS)
staining of membranes after transfer.

rescue FK506 toxicity as tryptophan prototrophy did in the WT'
strain. Therefore, inactivation of the GCN pathway only par-
tially suppressed FK506 toxicity, and tryptophan starvation
also contributed to FK506 osmotic sensitivity. Overall, these
findings indicate that FK506 activation of the GCN pathway
somehow modulates cell sensitivity to osmotic stress.

FK506 Enhances Hoglp Phosphorylation by Osmotic Stress
via Gen2p—O0smotic stress leads to activation of the HOG MAP
kinase pathway through dual phosphorylation of the Thr-174
and Tyr-176 residues of the Hoglp MAP kinase by its dual
specificity kinase Pbs2p. These phosphorylation events are nec-
essary and sufficient to allow nuclear translocation of Hoglp,
leading to induction of expression of target genes (14) and
tolerance to osmotic stress. Phosphorylation of Hoglp can be
monitored by Western blot analysis using a commercially avail-
able antibody specifically recognizing the phosphorylated
forms of the p38-type kinase Hoglp Tyr-176 and Thr-174 res-
idues. We explored whether the HOG pathway was involved in
the resistance to FK506 toxicity observed in some GCN path-
way mutants. WT' and gcnl, -2, -3, and -4 cells were preincu-
bated or not with FK506 for 1 h, osmostressed for 45 min, and
harvested for total protein extraction. Western blot analysis of
the Hoglp phosphorylation status revealed an unexpected re-
sult. FK506 strongly augmented Hoglp phosphorylation by
osmotic stress in the WT" and the genl1, -3, and -4 mutants (Fig.
5). Surprisingly, hyperphosphorylation of Hoglp was fully abol-
ished in the gen2 mutant, suggesting that Gen2p mediated this
effect. To further confirm this result we tested the effect of
FK506 on the pMP224 reporter, containing a CRE-like se-
quence driving expression of the LacZ gene (see “Experimental
Procedures”). This sequence is the binding site for the tran-
scriptional repressor Skolp, known to be a direct substrate of
the Hoglp MAP kinase (11). Hoglp phosphorylation inacti-
vates Skolp repressor function, leading to transcriptional de-
repression of some HOG pathway-dependent genes (10, 11).
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Fic. 6. FK506 abolishes Hoglp-dependent transcriptional in-
duction via Gen2p. Induction of the pMP224 CRE,,,-CYCI1-LacZ
reporter in WT' and GCN pathway mutant strains treated with (filled
bars) or without (open bars) FK506 (50 pg/ml) for 3 h and exposed or not
to sorbitol (1 M) for 1 h. B-Galactosidase activity was measured and
represented as described under “Experimental Procedures.”

Expression of this reporter was measured in the different mu-
tants used previously for the Hoglp phosphorylation study. As
shown in Fig. 6, osmotic stress induction of the pMP224 re-
porter was blocked by FK506 in the WT and the gcn1, -3, and -4
mutants, despite the fact that Hoglp was hyperphosphorylated
under these conditions. Interestingly, sorbitol induction of the
reporter was unaffected by FK506 in the gcn2 mutant, further
reinforcing the hypothesis that Gen2p was mediating FK506
effects. The absence of reporter expression in the W7 and gen 1,
-3, and -4 mutants was not due to a transient delay in tran-
scriptional activation as we obtained the same results up to 3 h
later (data not shown). Therefore, these data demonstrate that
FK506 augmented Hoglp phosphorylation and perturbed
Hoglp-dependent transcriptional induction via Gen2p, reveal-
ing a functional link between Hoglp and Gen2p kinases. In
addition these results suggest that suppression of FK506 tox-
icity by deletion of GCN3 and -4 genes was mediated by other
unrelated mechanisms.

gen2 Mutant Sensitivity to FK506 Is due to Amino Acid
Starvation and Not to Gendp-dependent Gene Expression—De-
letion of GCN2 reduced Hoglp phosphorylation and restored
Hoglp-dependent gene expression in the presence of FK506,
but it did not relieve FK506 toxicity (Fig. 4). Therefore, other
mechanisms were also contributing to FK506 sensitivity of the
gen2 strain. It has been described that GCN4 activation is
harmful to cells under salt stress (25), probably because of
enhancement of the expression of GCN4-regulated genes,
which might create some metabolic problems under stress con-
ditions. In addition, there are several instances in which GCN4
translation can be stimulated in a Gen2p-independent manner
(41, 42). We reasoned then that the FK506 toxicity observed in
the gen2 mutant could be explained by increased GCN4 trans-
lation and subsequent Gendp-dependent expression by Gen2p-
independent mechanisms. Thus, we measured the expression
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Fic. 7. gen2 mutant sensitivity to FK506 is due to amino acid
starvation and not to Gen4p-dependent gene expression. A, in-
duction of the p180 GCN4-LacZ reporter in WT' and GCN pathway
mutant strains exposed to sorbitol (1 M) and treated or not with FK506
for 3 h. B, induction of the p377 HIS4-LacZ reporter in WI' and GCN
pathway mutant strains exposed to sorbitol (1 M) and treated or not
with FK506 for 3 h. C, colony-forming ability of WT', gcn2, and gcn3
mutant strains on 1 M sorbitol-containing YPD plates plus or minus
FK506 and supplemented or not with 4-fold excess tryptophan (4XTrp).
Quantitation was done as described under “Experimental Procedures.”
Open bars, mock treatment (vehicle); filled bars, FK506 treatment (50
pg/ml).

of the GCN4-LacZ and HIS4-LacZ reporters in the WT and gcn
mutant strains under osmotic shock with or without FK506. As
shown in Fig. 7A, activation of GCN4 induced by FK506 was
abolished in all the mutants tested under osmotic shock. More-
over, expression of the HIS4-LacZ reporter was also inhibited
(Fig. 7B), ruling out the possibility that a Gen4p-regulated gene
product would mediate the FK506 sensitivity of the strain
lacking GCN2.

FK506 toxicity in the gen2 mutant could also be explained by
the inability of this mutant to induce tryptophan biosynthesis
under tryptophan starvation produced by FK506. If that were
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the case, then addition of excess tryptophan should alleviate
the osmotic-sensitive phenotype of this mutant. Therefore, we
tested the colony-forming ability of the gen2 mutant in sorbitol
with FK506 in a medium containing 4-fold excess tryptophan.
As shown in Fig. 7C, excess tryptophan fully rescued the
FK506 sensitivity of the gen2 mutant, thus showing that tryp-
tophan starvation was responsible for this effect. Excess tryp-
tophan also relieved FK506 toxicity in the gcn3 and -4 mutant
strains (data not shown). As these mutants were partially
resistant to FK506 osmotic sensitivity, this result suggests that
tryptophan deprivation was also involved in the FK506 sensi-
tivity of these strains but to a lesser extent than in the gcn2
mutant.

Hoglp Regulates Gen2p Activation Induced by FK506—We
have shown above that Gen2p activation induced by FK506
strongly influenced Hoglp function and Hoglp-dependent gene
expression. We then tested whether Hoglp was also able to
regulate the FK506-dependent activation of Gen2p. This pos-
sibility was explored by studying FK506-induced phosphoryla-
tion of elF-2«, a known physiological substrate of the Gen2p
kinase, in the WT' and hogl mutant strains. We analyzed the
phosphorylation status of e[F-2«a by immunoblot analysis using
a commercially available polyclonal antibody that specifically
recognizes elF-2a phosphorylated at serine 51 (see “Experi-
mental Procedures”). As expected, FK506 treatment induced
sustained phosphorylation of elF-2«a in the WT strain in a
time-dependent manner (Fig. 84). Remarkably, loss of Hoglp
function negatively affected eIF-2a phosphorylation by FK506.
We confirmed this result by measuring FK506 induction of the
GCN4-LacZ reporter in the hogl strain. Again, no GCN4-LacZ
expression was observed in the hogl mutant, thus showing that
Hoglp function was required for efficient Gen2p activation and
GCN4 translation by FK506. Accordingly, the hogl mutant was
more sensitive to growth inhibition by FK506 than the WT
strain (Fig. 8C). Taken together, these data demonstrate that
Hoglp also modulates Gen2p, further supporting a functional
connection between both protein kinases.

DISCUSSION

In the present study we report that the immunosuppressant
FK506 increased yeast sensitivity to osmotic stress independ-
ent of its well established targets calcineurin and immunophi-
lins. FK506 strongly activated the GCN pathway by inducing
amino acid deprivation as described by Heitman et al. (18).
Accordingly, tryptophan prototrophy or excess tryptophan
overcame FK506 toxicity, suggesting that amino acid starva-
tion mediates FK506 toxicity. In addition, genetic disruption of
the GCN pathway partially alleviated FK506-induced osmotic
sensitivity, showing that activation of the GCN pathway was
also toxic to cells under osmotic shock. We found that the GCN
pathway regulated the function of the Hogl MAP kinase path-
way through distinct mechanisms. One of them involved posi-
tive functional cross-talk between the Gen2p and Hoglp pro-
tein kinases, which has not been described before. Overall,
these results extend our knowledge of coordination between
signal transduction pathways under stress conditions. As both
Hoglp and Gen2p pathways are conserved in higher eu-
karyotes, this mechanism of action could be relevant for the
non-therapeutic effects of FK506 treatment.

The most relevant event triggering FK506-induced osmotic
sensitivity seems to be amino acid starvation, and more specif-
ically tryptophan starvation. It was shown previously that
FK506 inhibited amino acid import and activated the GCN
pathway (18). Accordingly, FK506 toxicity was relieved by add-
ing excess tryptophan and by expression of either the TRP1
gene or those genes encoding tryptophan transporters TAT'I-
TAT2 (18, 34). However, it is still not known how FK506
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Fic. 8. Hoglp regulates FK506-induced Gen2p activation. A,
immunodetection of phospho-elF-2a (P-eIF2a) in WT and hogl yeast
strains treated with FK506 (50 pg/ml) at the indicated times. Even
loading of the gels was confirmed by Ponceau S (PonS) staining of
membranes after transfer. B, induction of the p180 GCN4-LacZ re-
porter in WT" and hogl yeast treated (filled bars) or not (open bars) with
FK506 (50 pg/ml) for 2 h. B-Galactosidase activity was measured and
represented as in Fig. 3. C, deletion of HOGI exacerbates FK506 sen-
sitivity in yeast. Shown is the percentage of growth inhibition of WT'
and hogl yeast strains treated with FK506 (50 ug/ml). Growth inhibi-
tion was calculated as described under “Experimental Procedures.” The
figure shows an experiment representative of three independent ones
with similar results.

impairs amino acid transport by TAT1-TAT2. This effect is not
attributable to inhibition of calcineurin or any of the known
immunophilins in yeast as strains deficient for these genes are
still sensitive to FK506 toxicity (22, 33). Similar phenotypes
with respect to tryptophan auxotrophy and rescue by excess
tryptophan or expression of TAT2/TRP1 genes have been re-
ported in several studies on perturbations of sphingolipid me-
tabolism (43-46), high pressure (47), and volatile anesthetics
(48). Moreover an erg6 mutant defective in ergosterol biosyn-
thesis is also defective in tryptophan uptake (49). Tryptophan
import is inherently cold-sensitive, and many cold-sensitive
mutants in yeast are tryptophan auxotrophs or have mutations
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in tryptophan permeases or tryptophan biosynthesis (50-52).
Thus, tryptophan transport appears to be a weak link in yeast
physiology, becoming limiting for cell growth under a variety of
stress conditions. FK506 may inhibit Tatlp-Tat2p function,
turnover, and/or trafficking by altering plasma membrane lipid
composition. Interestingly, FK506 inhibits directly the function
of PDR5 (53), an ABC transporter known to control the phos-
pholipid content of plasma membrane (54). Additionally, dele-
tion of the TOR-regulated NPR1 kinase, which regulates TAT2
tryptophan permease turnover, alleviates FK506 toxicity (55).
Further experiments are required to strengthen this
hypothesis.

As a consequence of tryptophan deprivation, FK506 strongly
induced the GCN pathway (Fig. 3). Our results demonstrate
that activation of this pathway also contributes to osmotic
stress sensitivity by interfering with Hoglp pathway function.
Several observations support this hypothesis. Tryptophan
availability blocked GCN pathway activation and alleviated
osmotic sensitivity. Genetic disruption of the GCN pathway
partially relieved FK506 toxicity. Most importantly, FK506
augmented osmotic stress-induced Hoglp phosphorylation and
inhibited Hoglp-dependent CRE-LacZ reporter expression in a
Gcen2p-dependent manner. The most relevant conclusion
drawn from these findings is the existence of a functional link
between Hoglp and Gen2p kinases. Accordingly, deletion of
HOGT1 blocked increases in the phosphorylation of eIF-2a and
GCN4 translation normally elicited by addition of FK506.
Functional connections between these two pathways have been
described previously mainly at the transcriptional level (25,
56). Our results further extend this link, suggesting that Gen2p
and Hoglp could directly or indirectly regulate each other. To
our knowledge, this is the first evidence establishing a func-
tional connection between these protein kinases. The mecha-
nism underlying this bidirectional regulation remains un-
known. The simplest model would involve direct
phosphorylation between both kinases. However no genetic or
biochemical data supporting this possibility are available so
far. Alternatively, this regulatory loop could be mediated by
other components controlled by Gen2p or Hoglp. Activation of
Gen2p by new phosphorylation events, some of them yet to be
identified, has been shown to occur (57, 58). One or some of
these events could be dependent on Hoglp. Conversely, Gen2p
could regulate the function of activators or inhibitors of Hoglp.
FK506 incremented Hoglp activation by high osmolarity that
did not lead to increased expression of the Hoglp-dependent
CRE-LacZ reporter. This evidence is consistent with a signal-
ing defect downstream of Hoglp that could involve perturba-
tions of Hog1p nucleocytoplasmic trafficking (14) as it has been
described before (59). Hoglp activity is also controlled by the
Ser-Thr protein phosphatases Ptclp, -2p, and -3p and the Tyr
phosphatases Ptp2p and -3p (60), for which function would
somehow be influenced by Gen2p. Experiments addressing
these issues are currently underway.

FK506-dependent Hoglp hyperphosphorylation required
Gen2p but not Genlp. Monitoring of uncharged tRNA levels by
the HisRs-related sequences of Gen2p is facilitated by Genlp
and -20p (35) under amino acid or purine starvation (28).
Therefore, FK506 could induce Gen2p activation through alter-
native mechanisms. Interestingly, rapamycin, an inhibitor of
TOR kinases, triggers Gen2p activation by dephosphorylation
of Ser-577 mediated by the type 2A-related protein phospha-
tase regulator TAP42 (58). As FK506 induces sustained tryp-
tophan deprivation and as amino acid starvation is known to
modulate TOR pathway function (61), this novel mechanism of
Gen2p activation may contribute to FK506 induction of GCN4
translation.
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Deletion of GCN3 and -4 partially alleviated FK506-induced
osmotic sensitivity in yeast without relieving FK506 toxic ef-
fects on the Hoglp pathway. Thus, additional mechanisms
dependent on the GCN pathway are involved in FK506 toxicity.
Expression of one or some Gendp-regulated genes may be toxic
for yeast growth under osmotic stress in the presence of FK506.
Indeed, GCN4 overexpression without affecting translation ini-
tiation increases sensitivity to salt stress (25). Accordingly, no
GCN4 translation was detected in the gen3 and -4 mutants.
Thus, it is reasonable to think that under stress conditions,
overactivation of some Gcendp-regulated genes would create
metabolic problems or elicit counteracting cellular responses,
thus compromising cell integrity. Good candidates would be
Gen4p target genes encoding regulatory proteins recently iden-
tified by a whole-genome expression profiling in cells starved
from histidine (62).

Inactivation of GCN3 but not GCN2 led to FK506 resistance.
The sole reported function of GCN3 is to modulate eIF-2B
activity in response to eIF-2a phosphorylation by GCN2 (37—
39). This result would be explained if FK506 could induce the
GCN pathway partly in a Gen2p-independent manner as it has
been recently reported (41). Alternatively, some Gen4p-depend-
ent transcription not involving Gen3p function but requiring
Gen2p would also occur similarly as it was reported in yeast
under glucose stimulation or UV irradiation (63). Although we
did not detect any GCN4 translation or Gen4p-dependent tran-
scription in the gen2 and -3 mutant strains under the condi-
tions tested, none of the above mentioned possibilities can be
excluded.

Remarkably, Hoglp was required for activation of Gen2p
induced by FK506. This suggests that, upon osmotic shock,
yeast cells could down-regulate protein synthesis at the initia-
tion level partly through Hoglp-dependent activation of Gen2p
and subsequent phosphorylation of elF-2«a. Consistent with
this idea, we were able to detect increased phosphorylation of
elF-2a after osmotic stress in a Gen2p-dependent manner.2 It
has been recently reported that osmotic stress-induced down-
regulation of protein synthesis might be mediated by the
Hoglp MAP kinase pathway. Hoglp was shown to phosphoryl-
ate and activate Rck2p kinase, a calmodulin-like protein kinase
(16). Active Rck2p phosphorylates the EF-2 translation elon-
gation factor, thus inhibiting translation elongation (16). Our
findings suggest that Hoglp activation can contribute to inhi-
bition of protein synthesis by osmotic stress via Gen2p protein
kinase at the initiation step. These data give further support to
the hypothesis that changes in translational efficiency are due
to a signaling event mediated by Hoglp.

The results reported in this study allow us to propose a
tentative model for FK506 toxicity in yeast cells under osmotic
shock. FK506 treatment induces a sustained amino acid star-
vation that strongly activates Gen2p kinase activity by differ-
ent mechanisms. As a consequence of Gen2p activation, Hoglp
phosphorylation induced by high osmolarity is incremented.
Hyperphosphorylation of Hoglp appears to interfere with
Hoglp-dependent gene expression. Active Gen2p also induces
strong GCN4 translation and Gen4p-dependent gene expres-
sion. In addition, strong inhibition of protein synthesis by Gen2p-
dependent phosphorylation of eIF-2 also takes place. Collec-
tively, all these responses triggered by FK506 negatively affect
the cell defense responses to osmotic shock, thus decreasing
viability under high osmolarity. Whether these responses elic-
ited by FK506 in yeast are relevant to the secondary effects
described in patients under FK506 therapy remains to be es-
tablished and deserves further investigation.

2 C. J. Rodriguez-Hernandez and J. R. Murguia, unpublished results.
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Abstract. The immunosuppressants tacrolimus (FK5006)
and cyclosporin A (CsA) have increased the survival rates
in organ transplantation. Both drugs inhibit the protein
phosphatase calcineurin (CaN) in activated T cells, ex-
hibiting similar side-effects. Diabetes is observed more
often in FK506 than CsA therapy, probably due to inhibi-
tion of new molecular targets other than CaN. We studied
FK506 toxicity in mammalian cells. FK506, but not CsA,
regulated p38 activation by osmotic stress, and decreased

viability in osmostressed cells. In addition, FK506 treat-
ment strongly increased the phosphorylation of the eu-
karyotic initiation factor-2ar (elF-2a) subunit. elF-2a
phosphorylation, p38 inhibition and cell lethality were re-
lieved by addition of excess amino acids to the medium,
suggesting that amino acid availability mediated FK506
toxicity. Therefore, these FK506-dependent responses
could be relevant to the non-therapeutic effects of FK506
therapy.

Key words. Immunosuppressant; osmotic stress; MAP kinase; amino acid availability; translational control.

In response to enviromental stress, eukaryotic cells trig-
ger regulatory mechanisms to increase cell survival and
proliferation. Most prominent amongst these are the mi-
togen-activated protein kinase (MAPK) cascades. These
signalling pathways, highly conserved throughout eu-
karyotes, are composed of a set of sequentially acting ser-
ine-threonine protein kinases, including a MAPK kinase
kinase (MAPKKK), a MAPK kinase (MAPKK) and a
MAPK. MAPK pathways are also negatively regulated by
dephosphorylation through MAPK phosphatases [1]. In
mammalian cells, exposure to high osmolarity affects a
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family of MAPKs known as stress-activated MAPKs
(SAPKs) [1]. SAPKSs include the p38 and the c-jun N-ter-
minal kinase (JNK) families. SAPK targets involved in
transcriptional regulation, post-transcriptional and trans-
lational control of gene expression and cell cycle pro-
gression have been described [1, 2]. This reflects the piv-
otal role played by SAPKs in many aspects of eukaryotic
cell physiology such as growth and development, disease
and apoptosis [1].

Tacrolimus (FK506) and cyclosporin A (CsA) are im-
munosuppressants used to prevent allograft rejection af-
ter organ transplantation. FK506 and CsA, by complex-
ing with the immunophilins FK506-binding protein 12
(FKBP12) and cyclophilin, respectively, block the activi-
tiy of the calcium-calmodulin-activated protein phos-
phatase calcineurin [3]. Calcineurin inhibition prevents
nuclear translocation of the nuclear factor of activated T
cells (NF-AT) and interleukin-2 gene expression. FK506
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and CsA therapies are associated with non-therapeutic
toxicities [4] and post-transplant diabetes mellitus
(PTDM) is frequently observed [5]. Recent studies have
confirmed the greater diabetogenic potential of FK506
versus CsA in transplant patients [5, 6] suggesting that
new targets other than calcineurin might be involved in
FK506 toxicity. The exact nature of these new targets has
yet to be determined.

Budding yeast Saccharomyces cerevisiae is a valuable
tool for understanding basic cellular functions conserved
among simple eukaryotic systems and mammalian cells.
Thus, genetic analysis in this model organism can be used
to identify target(s) for drugs that are effective in both
model systems but have unknown mechanisms of action
[7]. FK506 has been shown to inhibit amino acid import
and to induce translation of the GCN4 transcription fac-
tor mRNA in budding yeast [8]. GCN4 translation is con-
trolled by a regulatory pathway that detects nutrient avail-
ability, called general amino acid control (GCN) [9]. Nu-
trient starvation conditions activate the Gen2p protein
kinase which, in turn, phosphorylates the o subunit of eu-
karyotic translation initiation factor 2 (eIF-2) at serine 51
[9]. Phosphorylation of elF-2 inhibits translation of cel-
lular mRNAs at the initation step and favours selective
translation of GCN4 mRNA mediated by four short open
reading frames located in the 5" untranslated region of
GCN4 (uORFs). High levels of Gendp stimulate expres-
sion of genes involved in amino acid biosynthesis [10].
Phosphorylation of elF-2a as a mediator of the transla-
tion efficiency in response to environmental conditions is
conserved throughout evolution [11]. In mammals, stress
conditions like nutrient deprivation, heat shock, endo-
plasmic reticulum (ER) stress and oxidative damage also
evoke gene-specific translational control mediated by
elF-2a kinases [11].

We previously reported that FK506 increased the sensi-
tivity of yeast cells and regulated the activity of the yeast
p38 SAPK orthologue Hoglp in a Gen2p-dependent
manner [12]. Here we investigated FK506 toxicity in
mammalian cells. FK506 treatment modulated p38
SAPK activation and cell viability upon osmotic stress in
human HEK293T cells, and incremented phosphoryla-
tion of elF-2a. Moreover, excess amino acids/tryptophan
overcame FK506 toxic effects, suggesting that amino
acid availability mediated FK506 toxicity. These effects
seemed to be mediated by Hogl/p38 tyrosine phos-
phatases, at least in yeast cells. As alterations in transla-
tional and/or SAPK pathways are often associated with
diabetes, this mechanism of FK506 action could be of
significance to the secondary effects of FK506 reported
in transplant patients.
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Materials and methods

Mammalian cell lines, culture conditions and reagents
Human embryonic kidney (HEK) 293T cells were cul-
tured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
containing 4.5 g/l glucose and supplemented with 10%
fetal calf serum and 1 mM L-glutamine. For preparation
of DMEM containing two- or fourfold molar excess
amino acids, a x50 concentrated amino acid solution
(GIBCO) was diluted in DMEM to a X2 or x4 final con-
centration, respectively. DMEM containing fourfold mo-
lar excess of tryptophan was prepared by addition of tryp-
tophan (DIFCO) to a final concentration of 40.8 mg/l.
Cells were cultured at a density of 10° cells/100-mm
plate. For sorbitol treatment, cells were cultured with
medium containing 0.5% FBS for 24 h, then the medium
was removed and cells were treated with the correspond-
ing doses of FK506 (kindly provided by Fujisawa Inc.) or
CsA (Novartis) for 1 h. FK506 and CsA were prepared as
stock solutions (1 mg/ml) in ethanol and serially diluted
in DMEM at the desired doses. Corresponding amounts
of ethanol were added in each sample to normalize sol-
vent concentration. Cells were then stimulated with 0.5 M
sorbitol. Sorbitol (Sigma) was prepared in distilled water
and added to the cells at 80% confluence.

Yeast strains and growth assays

The strains used have the W303-1a genetic background
(MATa, ade2-11, canl-11, his3-11, leu2-3, trp1-11, ura3-
1). The ptp2, ptp3 and ptp2,3 mutants have been de-
scribed elsewhere [13]. Standard methods for yeast cul-
ture and manipulations were used [14]. Mid-log yeast cul-
tures in YPD medium (2% glucose, 2% peptone and 1%
yeast extract) were tenfold serially diluted and volumes of
around 3 pl were dropped with a stainless steel replicator
(SIGMA) on solid plates containing 2% Bacto Agar
(DIFCO) and YPD medium with or without fourfold ex-
cess tryptophan (0.4 mg/ml) (Sigma) with the corre-
sponding doses of FK506 and/or sorbitol. Growth was
recorded after 2—3 days in all cases.

Immunoblotting

To prepare protein extracts, whole-cells lysates were pre-
pared in lysis buffer [25 mM HEPES (pH 7.5), 300 mM
NaCl, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM EDTA, 0.1 % Triton X-100,
0.5 mM dithiothreitol, 20 mM p-glycerophosphate, 0.1
mM Na,VO, 0.5 mM phenylmethanesulphonyl fluoride
(PMSF), 1 pg/ml leupeptin, 0.5 pg/ml pepstatin and apro-
tinin]. For immunodetection, 20 pg of total cellular protein
was subjected to SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
and transferred to PVDF (Immobilon-P; Millipore) filters.
Phosphorylated forms of p38 were detected with an an-
tiphospho-p38 antibody (Thr180/ Tyr182) from Cell Sig-
naling Technology. Phosphorylated forms of JNKI and
JNK2 were detected with an anti-phospho JNK antibody
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(Promega). Phosphorylated forms of elF-2a were detected
with anti-phospho elF-2«a antibody (Ser51) from Cell Sig-
naling Technology. MKP1 and MKP2 levels were mea-
sured with anti-MKP1 and anti-MKP2 antibodies (Santa
Cruz Biotechnology). Even loading of the gels was mea-
sured with an anti-p38 antibody (aa 341-360) (Santa Cruz
Biotechnology) and an anti-eIF-2a antibody (Cell Signal-
ing Technology). Immunocomplexes were visualized by
enhanced chemiluminiscence detection (Amersham) using
a goat anti-rabbit IgG-(HRP) conjugate (Bio-Rad). Figures
show a representative experiment of at least two indepen-
dent experiments with identical results.

FACS cytometry analysis

HEK293T cells were either pretreated with FK506 or
SB203580 (Calbiochem) for 1 h, and then stimulated
with 0.5 M sorbitol. Five hours later, adherent and non-
adherent cells were harvested. Approximately 10°¢ cells
were further washed in PBS and incubated with 25 pg of
propidium iodide (PI; Sigma) per millilitre. Data were
plotted by using CellQuest software; 10,000 events were
analysed for each sample. (Becton Dickinson Immunocy-
tometry Systems).

A CONTROL

FK506 sensitizes cells to osmotic stress

Results

FKS506, but not CsA, inhibits activation of the p38
SAPK by osmotic stress in mammalian cells

We previously reported that FK506 modulated osmotic
stress activation of Hoglp MAPK in yeast [12]. The clos-
est relatives of Hog1p in mammals are the p38, INK 1 and
JNK2 SAPKs [1]. p38 and JNKs are activated by con-
comitant tyrosine and threonine phosphorylation catal-
ysed by their respective MAPKKs [1]. Therefore, we
studied FK506 effects on p38 and JNK phosphorylation
in human HEK293T cells upon osmotic stress. The phos-
phorylation status of p38 and JNKs can be monitored by
Western blot using commercially available antibodies
specifically recognizing the phosphorylated (active)
forms of the respective kinases. As shown in figure 1A,
FK506 treatment blocked p38 activation 30 min after sor-
bitol exposure in a dose-dependent manner. FK506 did
not affect p38 activation by sorbitol at shorter time points
(not shown), suggesting that the drug induced p38 down-
regulation rather than interfering with p38 activation.
JNK activation by sorbitol remained unaffected by
FK506 treatment (fig. 1 A). Moreover, CsA had no effect

SORBITOL

FKS06(ng/ml) o0 1 10

B CONTROL

P-p38

P-Jnk2

P-Jnk1

p38

SORBITOL

CsA (ug/ml)

~4— P-p38

P-Jnk2

*

~4— P-Jnk1

—-g— p38

Figure 1. FK506, but not CsA, treatment inhibits p38 activation by high osmolarity in mammalian cells. HEK293T cells were treated for
1 h with increasing doses of FK506 (4) or CsA (B) as indicated, and exposed or not to 0.5 M sorbitol for 30 min. Phospho-p38, p38 and
phospho-JNK1,2 levels were detected by Western blot as described in Materials and methods.
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on p38 activation by osmotic stress at doses 1000-fold
higher (fig. 1B). Interestingly, high doses of CsA acti-
vated p38 in the absence of osmotic stress, probably due
to other effects described for equivalent CsA treaments,
such as free radical generation and oxidative stress
[15—17]. Taken together, these data suggest that FK506,
but not CsA, was able to modulate p38 activation by os-
motic stress in human cells.

Amino acid/tryptophan availability relieves the
negative effect of FK506 on p38 activation

FK506 impairs yeast cell growth by inhibiting trypto-
phan, histidine and leucine import in strains auxotrophic
for these amino acids. Accordingly, prototrophy for these
amino acids/excess tryptophan alleviated the growth de-
fect [8, 12, 18]. Moreover, tryptophan availability was
shown to mediate FK506 effects on yeast Hoglp MAPK
activation by osmotic stress [12]. Therefore, we explored
whether the FK506 effect on p38 phosphorylation was
also regulated by amino acid availability. We treated hu-
man HEK293T cells with FK506 in media containing a
twofold/fourfold molar excess of amino acids (see Mate-
rials and methods) and measured activation of p38 by os-
motic stress under these conditions. As shown in figure
2 A, FK506 treatment did not affect p38 activation in a
medium containing excess amino acids. Addition of a
fourfold molar excess tryptophan to the medium relieved
FK506-induced p38 inhibition in osmostressed
HEK293T cells (fig. 2B). The effect was specific for
tryptophan, because excess of other amino acids like
leucine or histidine did not relieve the inhibition (data not
shown). Overall, these results suggest that FK506 effects
on p38 phosphorylation status were somehow linked to
amino acid availability, and more specifically to trypto-
phan availability.

Involvement of Hog1/p38 phosphatases in FK506
effects on p38 activity in yeast and mammalian cells
The effect of FK506 and excess tryptophan on p38 acti-
vation could be mediated by phosphatase(s) responsible
for the Thr180/Tyr182 dephosphorylation of p38. We first
tested this hypothesis using a genetic approach in bud-
ding yeast. FK506 modulates activation of Hoglp/p38
MAPK in yeast, leading to sensitivity to high osmolarity
[12]. The major regulators of Hoglp activity are the par-
tially redundant Ptp2p and Ptp3p protein tyrosine phos-
phatases [19, 20]. Thus, we analysed the growth of the
single ptp2 and ptp3 mutants as well as the pzp2,3 double
mutant in the presence of sorbitol and/or FK506. Disrup-
tion of PTP2, but not PTP3, substantially reduced FK506
toxicity upon osmotic shock (fig. 3 A). Furthermore, ex-
cess tryptophan did not alleviate FK506 toxicity in the
yeast ptp2,3 double mutant. These results indicate that
FK506 and excess tryptophan effects in yeast were some-
how mediated by Ptp2p and Ptp3p phosphatases. MAPK
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FK506 - + - +

B CONTROL SORBITOL
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mock & w» -4— P-p38
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Figure 2. Excess amino acids modulate the negative effect of
FK506 on p38 activation by osmotic stress. (4) Immunodetection of
p38 phosphorylation in HEK293T cells growing in standard (mock)
medium and in medium supplemented with two- (2X aas) or four-
fold excess (4X aas) amino acids. Cells were pretreated (+) or not
(-) with FK506 (100 ng/ml) for 1 h. Sorbitol treatment was as in
figure 1. (B) Immunodetection of p38 phosphorylation in HEK293T
cells growing in standard (mock) medium or in medium supple-
mented with fourfold excess tryptophan (4X Trp). Sorbitol and
FK506 treatments as in (4).

inactivation in mammalian cells is mediated by dual-
specificity MAPK phosphatases (MKPs) which are in-
duced by enviromental stress and growth factors
[21-23]. Two prevalent isoforms of MKPs, MKP1 and
MKP2, are present in a wide variety of cell types [22].
Thus, we tested whether FK506 treatment modulated the
expression of the MKP1 and MKP2 phosphatases in
HEK293T cells under osmotic shock. We could not detect
any increase in MKP1 and MPK2 levels at any FK506
dose tested (fig. 3B) even after long exposure of the fil-
ters during Western blot procedures (not shown). Further-
more, pre-incubation of cells with the tyrosine phos-
phatase inhibitor orthovanadate did not relieve down-reg-
ulation of p38 activation by FK506 (not shown). Taken
together, these data suggest that the FK506 effects on p38
in mammalian cells were somehow mediated by p38 reg-
ulators other than tyrosine phosphatases and the MKP1,2
phosphatases.
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Figure 3. Role of Hoglp/p38 phosphatases in FK506 toxicity in yeast and mammalian cells. (4) Growth of WT, ptp2, ptp3 and ptp2,3 yeast
strains on YPD plates containing FK506 (50 pg/ml) and/or 1 M sorbitol and supplemented (YPD-4X Trp) or not (YPD) with fourfold ex-
cess tryptophan. (B) Immunodetection of MKP1 and MKP2 levels in HEK293T cells treated for 1 h with the indicated doses of FK506. In-
duction of MKP1 was confirmed by treatment with 10 pg/ml of the DNA damage agent cisplatin. Sorbitol treatment was as in figure 1.

FK506 treatment increases phosphorylation of A FK506 (ng/ml)
elF-2a in an extracellular tryptophan-dependent
manner 0 10 100

Nutrient deprivation in yeast and mammals inhibits
translation initiation by activation of the Gen2p protein
kinase which phosphorylates the a subunit of eukaryotic
initiation factor elF-2 [11]. As FK506 treatment in-
creased Gen2p-dependent phosphorylation of elF-2a in
budding yeast [8, 12, 18], we analysed the eIF-2a phos-
phorylation status in HEK293T cells treated with FK506
in the absence of osmotic stress. FK506 increased elF-
2a phosphorylation in a dose-dependent manner (fig.
4 A). We then investigated whether tryptophan availabil-
ity modulated the increase in eIF-2a phosphorylation af-
ter FK506 addition. As shown in figure 4 B, pre-incuba-
tion of cells with excess tryptophan overcame the
FK506-dependent increase in phospho-elF-2a levels.
Sorbitol treatment stimulated elF-2a phosphorylation as
described elsewhere [24—26], but it remained unaffected
by excess tryptophan. Therefore, FK506 treatment acti-
vated the translational control pathway in human cells
and tryptophan availability was somehow involved in
this process.

B CONTROL SORBITOL

FKs06 - + - 4

Figure 4. FK506 treatment increases phosphorylation of elF-2a in
an extracellular tryptophan-dependent manner. (4) Analysis of elF-
2a phosphorylation in HEK293T cells treated for 1 h with the indi-
cated doses of FK506. (B) Immunodetection of eIF-2a phosphory-
lation in HEK293 cells growing in standard (mock) medium or in
medium with fourfold excess tryptophan (4X Trp). FK506 and sor-
bitol treatments were as in figure 2.
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Inhibition of p38 by FK506 sensitizes mammalian
cells to sorbitol-induced cell death

In mammalian cells, many osmotic stress-induced re-
sponses require activation of p38 [1, 27, 28]. Thus, we
tested whether lack of activation of p38 by FK506 treat-
ment affected cell viability under osmotic stress by flow
cytometry. FK506 treatment dramatically increased the
number of apoptotic and necrotic cells in hypertonic
medium (fig. 5). Interestingly, excess amino acids abol-
ished both apoptosis and necrosis elicited by FK506
treatment (fig. 5). Cells were also treated with the spe-
cific inhibitor SB203580 at doses not affecting JNK acti-
vation [29], and then exposed to hypertonic medium. The

A SORBITOL

MOCK

FK506

FL3-H

FK506
4X aas

S$B203580

Y

CELL SIZE (FSC)

EEE Necrosis
151 [ Apoptosis

10

Cell death (%)

mock FKS506 FK506 SB203580
4X aas

Figure 5. FK506 treatment decreases cell viability upon osmotic
shock in an extracellular amino acid-dependent manner. (4) Flow
cytometry analysis of HEK293T cells grown in standard medium or
in medium supplemented with fourfold excess amino acids (4X aas)
and treated or not with FK506 100 ng/ml or SB203580 10 pM for
1 h. Cells were exposed to 0.5 M sorbitol and harvested 5 h later.
(B) Apoptotic (O) and necrotic (M) cells were quantitated as de-
scribed in Materials and methods. R1, viable cells; R2 + R3, apop-
totic cells; R4, necrotic cells.
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elF-2a phosphorylation status was not affected by
SB203580 under these conditions (not shown). As ex-
pected, SB203580 increased cell death to the same extent
as FK506 (fig. 5). However, SB203580 induced massive
cell death in excess amino acid-containing medium even
in the absence of osmotic stress (not shown). This was ex-
pected, as SB203580 treatment greatly enhances cell sen-
sitivity to mild osmotic stresses like that produced by
adding fourfold excess amino acids. Therefore, these data
suggest that FK506-induced p38 inhibition was responsi-
ble for the observed cell death.

Discussion

In this report, we have studied FK506 toxicity in human
cells. FK506 treatment induced phosphorylation of the
eukaryotic initiation factor elF-2a subunit in HEK293T
cells, and compromised p38 activation and cell viability
upon osmotic shock. Excess amino acids/tryptophan re-
lieved FK506 toxic effects, suggesting that amino acid
availability, and more specifically tryptophan availability,
was somehow linked to FK506 toxicity. These findings
(1) highlight the existence of new FK506-specific targets
and (ii) suggest a functional link between the p38 and
translational control pathways.

FK506 has been shown to induce sustained tryptophan
deprivation in budding yeast [8, 12, 18]. The present data
suggest that FK506 might also induce tryptophan depri-
vation in mammalian cells: (i) FK506 treatment increased
elF-2a phosphorylation, which responds to a deficiency
of essential amino acids in mammalian cells [30—32] and
(i1) excess tryptophan abolished FK506 toxicity in
HEK293T cells. How FK506 might induce amino acid
starvation in mammalian cells remains to be determined.
In yeast, this has been proposed to involve perturbations
of plasma membrane architecture [8, 12, 18]. Therefore,
FK506 treatment might also induce similar perturbations
in mammalian cells. As amino acids regulate signalling
pathways and gene expression [31], FK506-induced
amino acid deficiency would interfere with cellular re-
sponses to stress conditions. Furthermore, considering
that amino acids play important roles in insulin secretion
and glucose homeostasis [30, 33], the effect of FK506 on
amino acid availability would also contribute to FK506-
induced diabetes.

FK506 treatment increased elF-2a phosphorylation at
serine 51 in HEK293T cells. This phosphorylation event
is mediated by at least four protein kinases: PKR (double-
stranded RNA-activated protein kinase), HRI (heme-reg-
ulated inhibitor), PERK (PKR-like endoplasmic reticu-
lum-associated protein kinase) and GCN2 (general con-
trol non-derepressing kinase) [11]. elF-2a kinases are
activated in response to a variety of stress conditions in-
cluding viral infection, ER stress, nutrient deprivation,
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DNA damage, exposure to heat and high osmolarity [11,
24]. As FK506 toxicity was modulated by amino acid
availability, and amino acid deprivation in mammals trig-
gers GCN2-dependent phosphorylation of elF-2a [30],
the most plausible candidate mediating phosphorylation
of e[F-2a by FK506 would be GCN2. The identification
of the specific eIF-2a kinase(s) activated by FK506 treat-
ment is currently underway. In yeast, Gen2p is activated
by binding to uncharged tRNAs, which accumulate in
amino acid-starved cells [9]. However, other activation
mechanisms not involving sensing of uncharged tRNAs
have also been described [10]. High osmolarity was
shown to inhibit translation initiation in yeast through a
novel pathway not involving amino acid sensing [34]. Ac-
cordingly, sorbitol treatment stimulated eIF-2a phospho-
rylation in HEK293T cells (fig. 4 B) which remained un-
affected by excess tryptophan, suggesting that a similar
mechanism could be operating in mammalian cells.
FK506 abolished p38 activation upon osmotic shock in a
dose-dependent manner and incubations with 1—
100 pg/ml CsA did not affect p38 activation by sorbitol.
As calcineurin signalling is fully prevented by 5 pg/ml
CsA in cell-based assays [35] and JNKs remained unaf-
fected by FK506/CsA, these data indicate that (i) cal-
cineurin is not involved in FK506-dependent p38 down-
regulation and (ii) it might be mediated by a specific reg-
ulator of p38 function. This was the case in yeast, where
deletion of Ptp2p, a negative regulator of Hogl/p38 [19,
20], relieved FK506 toxicity. The protective effect of
tryptophan in yeast would then be explained by its ability
to regulate Hoglp/p38 phosphatase function. Accord-
ingly, excess tryptophan did not relieve FK506 toxicity in
a yeast ptp2,3 double mutant. However, FK506 treatment
did not induce expression of the p38 phosphatases
MKP1,2 in human cells. As MKP1,2 are labile proteins
[36] and their function is mainly regulated at the tran-
scriptional level [21-23], this finding would exclude
MKP1,2 as mediators of FK506 toxic effects on p38.
Moreover, treatment with the unspecific tyrosine phos-
phatase inhibitor orthovanadate did not affect FK506-in-
duced down-regulation of p38 activity. This apparent dis-
crepancy observed between yeast and mammalian cells
would be explained by the different regulatory mecha-
nisms of MAPK signalling operating in both model sys-
tems [2]. Alternatively, p38 regulators other than tyrosine
phosphatases and MKP1,2 would be involved, such as
serine-threonine phosphatases like PP2A [37, 38]. Addi-
tionally, p38 activation could be controlled directly or in-
directly via elF-2a phosphorylation and/or elF-2a ki-
nases, respectively, as described elsewhere [12, 39, 40].
Further experiments are required to discriminate between
these possibilities.

All the FK506 responses described above occurred at
therapeutic concentrations [41], suggesting that modula-
tion of p38 and elF-2a phosphorylation by the drug

FK506 sensitizes cells to osmotic stress

might contribute to immunosuppression. Indeed, FK506
treatment was shown to be relevant for suppression of al-
lograft rejection by preventing p38 activation, in a rat
model of small bowel transplantion [42]. Moreover,
FK506 inhibited p38 activation in Jurkat cells as well as
calcineurin, both being required for efficient immuno-
suppression [43], and tryptophan deprivation sensitized T
cells to apoptosis prior to cell division [44]. On the other
hand, patients treated with FK506 presented diminished
insulin secretion [5, 6] and FK506 is known to interfere
with insulin secretion in pancreatic f cells [45]. Insulin
synthesis is regulated primarily at the translational level
and the involvement of translational control in diabetes
has been recently underscored [46—48]. Thus, regulation
of translation initiation by FK506-induced elF-2«a phos-
phorylation could contribute to FK506-induced diabetes.
Modulation of p38 activity by FK506 treatment could
also be considered. p38 activation controls glucose-in-
duced insulin gene expression in pancreatic 3 cells [49,
50] and insulin-dependent glucose uptake in muscle and
adipose tissue cells [51]. As alterations in translational
control and p38 signalling pathways can contribute to hu-
man disease [1, 52, 53], of interest would be to determine
whether variations at one or more loci that regulate eIF-
2a and p38 phosphorylation are important factors predis-
posing to FK506 toxicity in transplant patients under
FK506-based therapies.
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