Regulacion de la funcion y estabilidad de elF5A por la MAPK Hog1
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Introduccion

elF5A (eukaryotic ftranslation Initiation Factor 5A) es una proteina esencial
conservada desde eucariotas simples, como Saccharomyces cerevisiae, hasta humanos.
Su funcion principal es la de unirse al ribosoma para ayudar en la traduccion de motivos
proteicos ricos en prolinas o combinaciones de prolinas con glicina y aminoacidos
cargados. Sin embargo, también se han descrito multiples procesos celulares en los que
elF5A estaria implicado, como la apoptosis, proliferacion, autofagia o diferenciacion.
Ademas, elF5A es la unica proteina hipusinada descrita. La hipusinacion es una
modificacion post-traduccional en dos pasos en la que un residuo de lisina es
transformado en hipusina. Esta modificacidon es esencial para que elF5A pueda ser
funcional.

Por otra parte, Hog1 es una proteina quinasa activada por estrés de S. cerevisiae,
homologa a la familia de MAP quinasas p38 y JNK humanas. Hog1 juega un papel clave
en adaptar a las células a diferentes situaciones de estrés, como puede ser la situacion
de estrés salino, mediante una serie de respuestas gendmicas y no genémicas ).

En articulos previos ) se describié que el silenciamiento génico de p38a en células [3-
pancreaticas de raton producia una disminucion de la hipusinacion de elF5A en
situaciones de estrés. Ademas, la bajada en los niveles de elF5A hipusinada producia
una disminucion de la expresion iINOS, que codifica para una sintasa de oxido nitrico
importante en la senalizacion durante la inflamacion. Por tanto, estos resultados sugieren
que elF5A es regulado por la MAPK p38 para controlar la respuesta inflamatoria ©).

Objetivos del trabajo

« Estudiar si la regulacion de elF5A por p38 esta conservada en levaduras, lo cual facilitaria
el estudio de la ruta en un organismo modelo mas sencillo.

 Intentar dilucidar el mecanismo por el cual Hog1, homologo a p38, regularia a elF5A.

Materiales y metodos
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Figura 1A. El estrés osmoético produce un

Hog1-P S S ligero aumento en la hipusinaciéon de elF5A
a los 30 min, mientras que la falta de Hog1
. resulta en una caida muy importante en la
CIFSA" - - i W a5 . - hipusinacién y también en la cantidad de
elF5A. Se muestran los resultados de western
olF5AH | = s ans D ons « blot de las proteinas p38-p (anti-p38, Cell
Signaling Technology), elF5A total (anti-elF5A,
c6PoH | — Abcam), elF5A hipusinado (anti-elF5AR,
Genetech) y de la G6PDH como control de
carga (anti-G6PDH, Sigma).
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Figura 1B. Cuantificacion de los niveles de elF5A en respuesta a estrés osmético.
Se muestran los resultados de la cuantificacion de elF5A total e hipusinado. Se muestra
la media y la desviacion estandar de 4 réplicas. Los resultados se normalizaron por la
cantidad de G6PDH y se ha relativizaron al nivel de proteina en la cepa silvestre (wt) sin
estrés. Se muestra la significancia estadistica (T-student, * p-value< 0.05).

Resultados
MRNA de elF5A en situaciones de estrés salino
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Figura 2. En respuesta a estrés osmoético no se observan cambios significativos en
los niveles mMRNA de elF5A que justifiquen los cambios en los niveles de proteina.
Se observan los resultados de los niveles relativos de mRNA del gen elF5A, obtenidos por
Rt-qPCR, relativizados al gen [(-actina y normalizado a los niveles de la cepa silvestre
(WT) sin estrés. No se observaron diferencias significativas (T-student).
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Figura 3A. La actividad quinasa de Hog1 y su presencia en el citoplasma son
necesarias para mantener los niveles de la proteina elF5A en respuesta a estrés
osmotico. Se muestran los resultados obtenidos del analisis de la proteina elF5A total por
western blot en células mutantes en Hog1 en las que se ha introducido versiones de Hog1
solo localizada en el nucleo o cataliticamente inactiva.

Cuantificacion de los niveles de elF5A en mutantes de Hog1
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Figura 3B. Cuantificacion de los niveles de elF5A en mutates de Hog1. Se muestran
los resultados de la cuantificacion deelF5A total como la media y desviacidon estandar de 3
réplicas. La cantidad de elF5A se normalizé frente a la cantidad de proteina total y se
relativizé al nivel de proteina en la cepa silvestre (WT) sin estrés. Se muestra la
significancia estadistica (T-student, * p-value< 0.05).

Conclusiones

« La deficiencia de Hog1 produce una caida de los niveles de hipusinacion de elF5A en
respuesta a estrés osmoético en la levadura S. cerevisiae. La caida en hipusinacion se
produce en paralelo a una disminucion de la cantidad de elF5A total, siendo necesaria
la presencia de Hog1 activo en el citoplasma para mantener los niveles de elF5A.

« La disminucion de los niveles de elF5A total en repuesta a estrés no ocurre a nivel de
transcripcion, dado que los niveles del mMRNA de elF5A se mantienen estables,
sugiriendo que se da una regulacion a nivel de estabilidad de la proteina elF5A.

« Por tanto, la MAPK Hog1 regula la expresion de elF5A en respuesta a estrés en S.
cerevisiae, tal como sucede en células de mamiferos con la MAPK homologa p38.
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