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uestro grupo es uno de los grupos de investigacion

consolidados de la Universidad Complutense de

Madrid (Grupo de Transduccién de Sefales en Sac-
charomyces cerevisiae: ),
ubicado en el Departamento de Microbiologia II de la Facul-
tad de Farmacia, que esta ademas integrado en el Institu-
to Ramén y Cajal de Investigacion Sanitaria (IRYCIS). EL
equipo, formado en la actualidad por 12 miembros, 6 de
ellos doctores y 6 realizando su tesis doctoral, esta coordi-
nado por la Dra. Maria Molina y los Dres. Humberto Martin
y Victor Jiménez Cid. Desde su formacion, el trabajo del
grupo ha estado financiado a través de proyectos europeos
y nacionales, y actualmente también forma parte del Pro-
grama PROMPT (Programas i+d grupos de la Comunidad de

Madrid: ) con otros siete grupos de
investigacion interesados en la Programacion de Circuitos
Microbianos en Medicina Protectiva y Terapéutica.
Nuestras lineas de investigacion estan enfocadas hacia
el estudio de las rutas y mecanismos moleculares de trans-
duccidn de sefales en la levadura Saccharomyces cerevisiae,
considerada un organismo eucariético modelo. Los procesos
de sefializacion son esenciales para que las células reco-
nozcan el ambiente que les rodea, se adapten y se comu-
niquen con otras células. Dichas rutas, muy conservadas
a lo largo de la evolucion, son las encargadas de respon-
der a los estimulos extracelulares mediante la generacion
de modificaciones post-traduccionales en las proteinas y
cambios en la expresion génica. Esta respuesta resulta en
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la mayoria de los casos esencial para la proliferacion y la
supervivencia celular.

La experiencia de nuestro grupo en este tema es fruto
de una larga trayectoria, que comienza hace mas de veinte
afnos con la clonacion del gen SLT2, bajo la direccion de
los Dres. César Nombela y Miguel Sanchez (Torres et al.
1991). El interés de estos investigadores por comprender
los procesos de biosintesis y degradacion de la pared celu-
lar de las levaduras, les condujo a la basqueda de genes
con actividad supresora del fenotipo de unos mutantes
autoliticos, amablemente cedidos desde el NIH (National
Institute of Health) en Bethesda por los Dres. Enrico Cabib
y Angel Duran. Uno de ellos resultd codificar una protein
quinasa de la familia de las MAPKs, Slt2, que era responsa-
ble del mantenimiento de la integridad de la pared celular
en condiciones que suponian un peligro para la estabilidad
de esta estructura esencial que rodea y protege a la célula.
A partir de entonces, gracias a nuestro trabajo y al de otros
grupos de investigacion nacionales e internacionales, se
fue configurando una ruta de sefalizacion (denominada
CWI, por Cell Wall Integrity) formada por diferentes com-
ponentes que, desde los sensores de superficie que perciben
el estimulo, van activandose en cadena hasta activar a la
MAPK, que regula una respuesta compensatoria para evitar
que una alteracion en la pared celular pueda conducir a
una pérdida de viabilidad. Ademés, en los dltimos afios
hemos utilizado nuestros conocimientos en la sefializacion
celular en levaduras para estudiar proteinas relacionadas
con enfermedades humanas mediante su expresion hete-
rologa en S. cerevisiae. El desarrollo de estas levaduras
humanizadas nos ha permitido demostrar que este sistema
modelo constituye una plataforma biolégica con un gran
potencial para la realizacion de estudios genéticos y far-
macolégicos sobre proteinas que interfieren con procesos
de sefializacién intracelular conservados a lo largo de la
escala filogenética.

Las aportaciones de nuestro grupo en esta linea de
investigacion han permitido la identificacién de interac-
ciones moleculares entre componentes que integran la ruta
CWI (Soler et al., 1995; Jiménez-Sanchez et al., 2007), de
estimulos responsables de su activacion, gracias al desarro-
llo de un sistema de inmunodeteccién de la activacion de la
MAPK (Martin et al., 2000; Rodriguez-Pachén et al., 2002),
la caracterizacion de moduladores negativos de la sefali-
zacion, como las protein fosfatasas Msg5 y Sdp1 (Flan-
dez et al., 2004; Martin et al., 2005; Marin et al., 2009;
Palacios et al. 2011; Sacristan-Reviriego et al., 2014), y
de mecanismos de retroalimentacion que operan en dicha
ruta, como la retrofosforilacién de las MAPKKs Mkk1 y Mkk2
por la MAPK Slt2 (Jiménez-Sanchez et al., 2007). También
hemos llevado a cabo analisis a gran escala, tanto feno-
tipicos utilizando colecciones genémicas de mutantes (de
Groot et al., 2001) dentro de proyecto EUROFAN (Euro-
pean Functional Analysis Network), como transcriptémicos
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Esquema de la ruta de sefalizacién de integridad
celular en S. cerevisiae. El inmunoblot, realizado con anticuerpos
anti-fosfo-MAPK (panel superior) o anti-Slt2 (panel inferior) refleja
el incremento de fosforilacion de la MAPK SIt2 en respuesta a
distintos estimulos que activan la ruta: choque térmico (39 °C),
cafeina (Caf) y blanco de calcofltor (CFW).

(Marin et al., 2009) y, mas recientemente, fosfoprotedmicos
(Mascaraque et al. 2013). Estas estrategias globales, rea-
lizadas en colaboracién con las Unidades de Genémica y
Protedmica del PCM/UCM dirigidas por el Dr. Javier Arroyo y
la Dra. Concha Gil, han generado muchos datos interesantes
que abren nuevas vias de estudio sobre el funcionamien-
to y regulacion de la ruta CWI. Por ejemplo, mediante el
estudio fosfoprotedmico cuantitativo diferencial realizado
utilizando SILAC (Stable Isotope Labeling of Amino acids
in Cell culture), hemos podido identificar un conjunto de
proteinas que incrementan su fosforilacion en condiciones
de hiperactivacion de Pkc1, algunas de la cuales presentan
el motivo caracteristico de fosforilacion por MAPKs, siendo
por tanto potenciales sustratos de Slt2. Uno de los actuales
objetivos de nuestro grupo es confirmar cuales de estas
proteinas son efectores de la ruta CWI.

La esencialidad de la pared celular y su ausencia en
células humanas confiere a esta estructura la caracteristica
de ser una excelente diana de farmacos antiflingicos. Por
ello, la comprension del mecanismo compensatorio que des-
encadena esta ruta en presencia de compuestos que alteran
la pared celular es fundamental para la consecucién de una
terapia antiflingica eficaz. El desarrollo de nuevos bioensa-
yos para la blsqueda de compuestos dirigidos hacia esta
diana es uno de nuestros objetivos prioritarios.
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Otra de nuestras lineas de investigacion esta basada
en la explotacion de las caracteristicas de S. cerevisiae
como modelo biolégico para estudiar patologias humanas,
mediante la integracion de mddulos de sefializacion hete-
rologos en circuitos enddgenos de la levadura. Existe una
gran conservacion funcional entre este microorganismo
unicelular y las células de organismos superiores en lo
que se refiere a procesos importantes para las funciones
vitales de la célula y a las respuestas adaptativas a través
de rutas de sefalizacion. En este contexto, hace unos
afnos conseqguimos reconstituir en nuestro laboratorio una
ruta oncogénica humana mediante la expresion de p110,
la subunidad catalitica de la fosfatidilinositol-3-kinasa
PI3K (Rodriguez-Escudero et al., 2005a) y de PKB/Akt,
su principal quinasa efectora (Rodriguez-Escudero et al.,
2009). La hiperactivacion de estas proteinas proto-onco-
génicas, que es caracteristica de algunos tipos de tumores,
se reproduce en la levadura generando un efecto letal, que
es contrarrestado por la expresion del gen supresor de
tumores PTEN (la PtdIns(3,4,5)P3-fosfatasa que cataliza
la reaccidn inversa a PI3K) (Cid et al., 2008). Esto nos
ha permitido utilizar este sistema sintético de levadura
«humanizada» como una plataforma de ensayo in vivo en
la que analizar de forma especifica, sencilla y econémica
la actividad de los componentes de esa ruta y utilizarla
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doctoral.

para la basqueda de farmacos en rastreos de alto rendi-
miento (HTS). Hemos analizado alelos de PTEN asociados a
tumores y otros sindromes, y realizado mutagénesis siste-
maticas y al azar para anticipar mutaciones con potencial
oncogénico en estas proteinas (Andrés-Pons et al., 2007,
Rodriguez-Escudero et al., 2011a). Para poder realizar
estos trabajos de caracter transversal hacia otras areas
de conocimiento, ha sido fundamental el establecimien-
to de colaboraciones con otros grupos de investigacion,
como la que mantenemos desde hace ocho afios con el
Dr. Rafael Pulido (actualmente en el Instituto de Inves-
tigacion BioCruces, Bilbao) o, mas recientemente, con la
Fundacion MEDINA (Centro de Excelencia en Investigacion
de Medicamentos Innovadores en Andalucia) para la rea-
lizacion de los rastreos farmacolégicos de inhibidores de
PI3K (Fernandez-Acero et al., 2012), cuya identificacion
es otro de nuestros objetivos actuales.

Fue a finales de los afios 90 cuando nos integramos
con el grupo de patogenésis bacteriana del Dr. Rafael Rot-
ger de nuestro mismo Departamento. Nuestra intencién
era demostrar la utilidad del sistema de levadura para la
caracterizacion de proteinas de virulencia bacterianas que
interfieren con la sefializacion de la célula hospedadora. En
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esos momentos se estaban comenzando a conocer las estra-
tegias que emplean los patdgenos para inyectar proteinas
al citoplasma de sus células diana, a través de sistemas de
secrecion especializados que actlan como jeringas molecu-
lares. Dado que las funciones con las que interfieren estas
proteinas o efectores estan especialmente relacionadas con
la modulacién de las rutas de transduccion de sefiales,
parecia posible mimetizar esta interaccién aprovechando
la conservacién funcional de la levadura. Y asi lo demos-
tramos mediante la expresion en S. cerevisiae de algunos
efectores de funcién conocida de Salmonella (SopE, y SptP)
en nuestro trabajo pionero en esta linea de investigacion
(Rodriguez-Pachoén et al., 2002). Tras poner a punto el
sistema, hemos seguido trabajando con éxito en estudios
similares con otros efectores menos conocidos, como SopB
y SteC (Aleman et al., 2005; Rodriguez-Escudero et al.,
2006, 2011b; Fernandez-Pifiar,et al., 2012) de esta misma
bacteria, o de cepas enteropatogenas de Escherichia coli
(Rodriguez-Escudero et al., 2005b). El interés despertado
por esta herramienta celular nos ha llevado a establecer
numerosas colaboraciones con investigadores tanto nacio-
nales como internacionales que estudian la patogenicidad
de diferentes bacterias patégenas, como Brett Finlay de
la Univ. British Columbia (Vancouver), Francisco Ramos
de la Universidad de Sevilla, Miguel Angel Valvano y José
Antonio Bengoechea, ambos actualmente en Queen’s Uni-
versity (Belfast), Jaime Mota del ITQB (Lisboa) o Suzana
Salcedo del IBCP (Lyon)
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