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1. INTRODUCCION

La fosforilacién reversible de proteinas es, sin lugar a dudas, uno de los
mds importantes mecanismos de regulacién de la actividad de las células
eucariotas. El estado de fosforilacién de una proteina dada puede determinar, por
ejemplo, la actividad enzimdtica de la misma, su localizacién intracelular o su
capacidad para interaccionar con otras protefnas. En eucariotas, y desde un punto
de vista cuantitativo, la fosforilacién ocurre mayoritariamente en residuos de Ser
y/o Thr, lo cual no es ébice para que la fosforilacién de Tyr, aunque minoritaria,
tenga una enorme importancia biolégica [ver Dixon, 1996 para una revisién]. En
mucha menor medida pueden encontrarse casos de fosforilacién en otros
residuos (p. €j., His).

Es evidente que, para poder desempeiiar un papel regulador, la
fosforilacion de protefnas debe ser un proceso reversible. La transferencia de un
fosfato de la posiciéon gamma del ATP (o, en algin caso, del GTP) estd
catalizada por proteina quinasas, mientras que la hidrdlisis de este fosfato viene
catalizada por proteina fosfatasas (PF). Por motivos histdricos, el papel de las
primeras como reguladoras del “status” de fosforilacién ha sido considerado
preeminente. Sin embargo, esta vision tiende a verse modificada y, de manera
progresiva, el papel de las PF va cobrando relevancia. En base a razones
funcionales y estructurales, cabe distinguir entre las quinasas y fosfatasas que
modifican residuos de Tyr y las que tienen como sustratos Ser o Thr. No
obstante, debe tenerse en cuenta la existencia de un tercer grupo de enzimas,
denominados “fosfatasas duales”, capaces de desfosforilar los tres tipos de
residuos. En este capitulo nos centraremos en las protefna fosfatasas que
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desfosforilan Ser y Thr (Ser/Thr protefna fosfatasas), intentando mostrar la
complejidad de esta familia y la relevancia biolégica de sus funciones.

Los estudios iniciales sobre las PF fueron de tipo eminentemente
bioquimico, fundamentalmente en el contexto de la regulacién metabdlica. En
base a una serie de criterios (como la sensibilidad a inhibidores endégenos y la
especificidad de substrato relativa a las subunidades a y b de la fosforilasa
quinasa), a principios de los 80 se clasificé al conjunto de actividades fosfatasa
conocidas por aquellas fechas en dos grupos: tipos 1 y 2. Las actividades de tipo
2 fueron, subsecuentemente, distribuidas en tres subgrupos: 2A, 2B y 2C, en
base a criterios como la necesidad de cationes divalentes. M4s adelante, se ha
popularizado el empleo de determinadas toxinas (dcido okadaico, microcistina-
LR, etc.) como herramientas para la identificacién de los diferentes tipos de
actividades fosfatasas en extractos celulares, en base a la supuesta capacidad de
estos compuestos para inhibir selectivamente uno u otro tipo. Un resumen de las
diferentes caracteristicas de los cuatro tipos de PF puede verse en la Tabla I.

Tabla 1.- Caracteristicas bioquimicas de las SER/THR fosfatasas clasicas

PF-1  PF-2A PF-2B PF-2C

Subunidad de la fosforilasa quinasa m b a a a
Sensibilidad a Inhibidor-1 e Inhibidor-2 SI NO NO NO
Sensibilidad a A. Okadaico. ICs, (nM) 10 <1 =10000 ———
Inhibicién por heparina SI NO NO NO
Activaciéon por poliaminas/policationes NO SI NO NO
Dependencia de cationes divalentes NO NO Ca® Mg*?

™ Se refiere a la subunidad del enzima fosforilasa quinasa que es desfosforilada
de manera preferente.

Una caracteristica importante de las PF encuadradas en esta clasificacion
es que, con la excepcion de las tipo 2C, nos encontramos ante enzimas
oligoméricos, compuestos por una subunidad catalitica y una o mds subunidades
reguladoras. Este hecho tiene enorme importancia, puesto que, como se verd mds
adelante, una misma subunidad catalitica puede combinarse con diferentes
subunidades reguladoras, adquiriendo propiedades diferentes. Por otro lado,
entre 1987 y 1989, la clonacién de diversos cDNAs que codificaban las
diferentes subunidades cataliticas de los cuatro tipos citados de fosfatasas puso
de manifiesto varios datos importantes: en primer lugar que, desde un punto de
vista estructural, las fosfatasas tipo 1, 2A y 2B constituian una familia
fuertemente relacionada (Figura 1), mientras que la estructura de PF-2C era muy
diferente. Por otro lado, que la estructura de estas proteinas (sobre todo los tipos
1y 2A) estd enormemente conservada a través de la evolucion. Ademds de ello,
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en numerosas especies se encuentran diferentes isoformas de estas subunidades
cataliticas, a menudo con pocas diferencias estructurales. Finalmente, la
disponibilidad de sondas de DNA procuraba la herramienta adecuada para
explorar los genomas de diferentes organismos en busca de productos génicos
estructuralmente relacionados con las PF identificadas inicialmente mediante
criterios enzimoldgicos. Esta bisqueda ha resultado ser muy fructifera y, en la
actualidad, conocemos una amplia variedad de “nuevas” fosfatasas (en oposicién
a las fosfatasas “clasicas”) cuya regulacién y funcién comienzan a ser
desveladas.

PF-1c
[T | 330 aa

49%

PF-2Ac
307 aa [ 39%

43%

~

CM
524 aa

PF-2B

Figura 1. RELACIONES ESTRUCTURALES ENTRE PF-1c, PF-2Ac Y LA
SUBUNIDAD CATALITICA DE LA PF-2B. Las regiones que corresponden al
dominio fosfatasa conservado se resaltan en negro. Los porcentajes indican el
grado de identidad entre las diferentes fosfatasas referido al dominio conservado.
Se especifica, en cada caso, el nimero de aminodcidos de una isoforma tipica de

mamifero. CM significa el dominio de interaccién con calmodulina exclusivo de
la PF-2B.
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2. PROTEINA FOSFATASA 1

En mamiferos existen al menos cuatro isoformas de la subunidad
catalitica de la PF-1 (PF-1c), que se pueden expresar de manera mds o menos
general (PF-la. y PF-138) o preferente (PF-1yl, en cerebro o PF-172, en
testiculo). También en Drosophila se encuentran cuatro isoformas, mientras que
en S. pombe se encuentran dos genes que codifican versiones diferentes de esta
proteina y en S. cerevisiae tan sélo uno [Ohkura et al., 1989]. Un caso
espectacular lo constituye el reino vegetal, ya que en A. thaliana han sido
clonadas al menos seis isoformas diferentes [Smith & Walker, 1993; Smith
&Walker, 1996]. Todas estas proteinas poseen poco mds de 300 aminodcidos y
estdn fuertemente conservadas en su secuencia. Asi pues, las PF-1 de levadura y
las de mamiferos mantienen una identidad que llega al 80%. Recientemente, la
subunidad catalitica PF-1a , expresada en E. coli, ha sido cristalizada y su
estructura resuelta con una resolucién de 2.1 A, revelando que es un
metaloenzima y que su arquitectura no guarda relacién con la de las tirosinas
fosfatasas [Goldberg et al., 1995].

La estructura nativa de la PF-1 parece ser la de un complejo 1:1 entre la
subunidad catalitica y diferentes subunidades reguladoras [Hubbard & Cohen,
1993]. El papel de estas subunidades reguladoras es el de dirigir la subunidad
catalitica a una localizacién subcelular determinada (de ahi la denominacién de
targeting subunits) o bien el de incrementar su actividad respecto a determinados
substratos. Asi por ejemplo, existe un holoenzima unido a glucégeno (PP1G)
que es un heterodimero entre PF-1c y la subunidad G. Esta subunidad, que se ha
purificado de miisculo esquelético y clonado, tiene una masa de 124 kDa y es
responsable de la union de PF-1c a los granulos de glucégeno, donde puede
desfosforilar a la glucégeno sintasa y a la fosforilasa. La fosforilacién por
diversas quinasas de la subunidad G da lugar a la modulacién de la actividad de
la PF-1c. Esta misma subunidad reguladora también direcciona a la PF-1c hacia
el reticulo sarcopldsmico muscular. En levadura se ha identificado un homélogo
de la subunidad G, codificado por el gen GACI [Frangois et al., 92]. Se ha
demostrado que GAC1 es necesaria para el normal aciimulo de glucégeno y que
interacciona con GLC7p (la PF-1c de S. cerevisiae). En misculo liso, la PF-1c
puede encontrarse unida a la fraccién de miosina en forma de trimero, junto con
polipéptidos de 130 y 20 kDa.

El niicleo contiene una notable actividad de tipo 1, que en gran medida se
encuentra asociada a la cromatina. En parte, esta actividad es latente, es decir,
estd asociada a un polipéptido inhibitorio (NIPP-1) [Beullens et al., 1993] cuya
estructura ha sido elucidada recientemente [Van Eynde et al., 1995]. La forma
latente puede ser activada in vitro por fosforilacién de NIPP-1 por la PK-A o la
caseina quinasa-2, mientra que la PF-2A, al desfosforilar NIPP-1, puede revertir
la activacion.

La fraccion citos6lica de la PF-lIc estd asociada a una proteina
termoestable (22.8 kDa) denominada inhibidor-2 (o modulador). El inhibidor-2
(I-2) puede ser fosforilado en la Thr-72 por la glucgeno sintasa quinasa-3,
dando lugar a una reactivacién de la fosfatasa. Se ha especulado también con un
posible papel del I-2 como chaperone de la PF-lc. En levadura se ha
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identificado un posible homélogo del I-2 (GLCS8) [Cannon et al., 1995]. Otro
importante regulador de la PF-1c es el Inhibidor-1, un polipéptido de 18,7 kDa
que actda como inhibidor una vez que es fosforilado en la Thr-35 por la PK-A.
Este proceso ocurre in vivo en musculo, en respuesta a adrenalina o, en higado,
en respuesta a glucagon.

La complejidad de la regulacién de la actividad PF-1 sugiere que esta
fosfatasa desempefia una amplia variedad de cometidos en la célula.
Ciertamente, su relacién con el metabolismo del glucégeno, la contraccién
muscular, la sintesis de proteinas, etc. estd fuera de duda, si bienno en todos los
casos estdn claros los mecanismos moleculares subyacentes. Recientemente, se
ha puesto en evidencia la participacién de la PF-1 en la regulacién del ciclo
celular. Asf, ciertos mutantes en la PF-1 de A. nidulans son incapaces de
completar la anafase [Doonan & Morris, 1989], mientras que en S. pombe parece
estar involucrada en la segregacién de cromosomas [Ohkura et al, 89].
Asimismo, en S. cerevisiae, la PF-1c es requerida para que la célula ejecute la
transiciéon G2/M [Hisamoto et al., 1994], en un proceso que parece implicar la
interaccion fisica de la PF-1 con el producto del gen EGPI [Hisamoto et al.,
1995]. En este mismo organismo, la PF-1c interacciona com proteinas
involucradas en meiosis y en los mecanismos de secrecién de vesiculas [Tu et al.
1996]. De manera andloga, ha podido demostrarse un papel de la PF-1 en la
progresion de la mitosis en Drosophila y en fibroblastos de rata.

3. PROTEINA FOSFATASA 2A

Las formas nativas de la actividad PF-2A son heterotrimeros compuestos
por un nicleo formado por una subunidad catalitica (PF-2Ac) y una subunidad
reguladora (PR65 o subunidad A), asociado con formas diferentes de la
denominada subunidad B (Tabla 2). La subunidad catalitica es una proteina de
poco mds de 300 aminodcidos, que guarda una identidad relativamente alta (casi
del 50%) con PF-1c (Figura 1). Andlogamente, esta proteina estd altamente
conservada a través de la evolucion. Asf, las PF-2Ac de mamiferos y Drosophila
son mds del 90% idénticas. En mamiferos se han descritos dos isoformas (a y b),
que son entre si 97% idénticas [Stone et al.,1987, Arifio et al., 1988]. También
dos isoformas se han identificado en S. cerevisiae o S. pombe. En otras especies,
como es el caso de Drosophila o Xenopus, tan s6lo parece existir una isoforma.
Sin embargo, como hemos comentado en el caso de la PF-Ic, en plantas el
nimero de isoformas es mucho mayor. Asf, al menos 5 de ellas parecen existir
en A. thaliana. Estas, en funcién de su secuencia, se pueden clasificar en dos
subfamilias, aunque todas ellas mantienen un mismo y elevado nivel de
identidad con las proteinas de animales o levaduras (alrededor del 80%) [Arifio
et al., 1993; Casamayor et al., 1994].
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Tabla 2.-Estructura oligomerica fundamental de la PF-2A

Sub. Catalitica Sub. A (PR65) Otras subunidades Denominacion
C (36 kDa) A (65 kDa) B (=55 kDa) PF-2A,
C (36 kDa) A (65 kDa) B’ (=54 kDa) PE-2A,
C (36 kDa) A (65 kDa) B’ (=74-130 kDa) pCs-M®
C (36 kDa) A (65 kDa) PR72 (72 kDa)
C (36 kDa) A (65 kDa) sty mT®

) por polycation-stimulated protein phosphatase M
@ Por small-t y middle-T, antigenos de los virus SV40 y del polioma.

En mamiferos, existen al menos dos isoformas de PR65 (o y PB), tres
isoformas de PR55 (o, B, 7) y dos isoformas de PR72. Sin embargo, muy
recientemente se han obtenido evidencias que podrian ampliar substancialmente
la lista de posibles subunidades reguladoras [Pitcher et al., 1995; Csortos et al.,
1996; Zolnierowicz et al., 1996]. Contrariamente, la situacién en Drosophila
parece ser mucho menos compleja, ya que cada una de las subunidades
reguladoras parece codificada por un tnico gen. La estructura oligomérica de la
PP-2A parece tener un cardcter general, ya que en levaduras se han identificado
genes con una substancial identidad a las subunidades A (TPD3) y B (CDC55)
[Van Zyl et al., 1992; Healy et al., 1991] y lo mismo puede decirse en plantas
superiores [ver Smith & Walker, 1996 para una reciente revision].

Los mecanismos que regulan la actividad PP-2A en la célula distan de ser
bien comprendidos, habiéndose postulado diversas vias de regulacién. In vitro,
la ceramida activa las formas triméricas de la PF-2A que contienen tanto la
subunidad PR55a como la subunidad B’ (54 kDa), pero no el dimero PF-2Ac/A
o la propia subunidad catalitica [Dobrowsky et al, 1994]. Es interesante
recordar que la generacion de ceramida es un proceso derivado de la unién del
TNF-o o del y-interferdn a sus receptores. Recientemente, en S. cerevisiae, se ha
identificado una fosfatasa activada por ceramida que esta involucrada en el ciclo
celular [Nickels & Broach, 1996]. Por otro lado, se ha demostrado que un cierto
niimero de tirosina quinasas, entre las que se encuentran p60**", p56'* y los
receptores de EGF e insulina, pueden fosforilar la PF-2Ac en la Tyr-307
localizada muy cerca del extremo C-terminal de la proteina. Esta fosforilacién
produce una poderosa inactivacién de la fosfatasa [Chen et al., 1992]. Existen
ciertas evidencias en favor de que este mecanismo es relevante in vivo. Otro
posible mecanismo de control implicarfa la carboximetilacién del aminodcido C-
terminal, la Leu-309 [Zolnierowicz et al., 1994]. Por idltimo, se ha descrito
también la existencia de inhibidores proteicos de la PF-2A [Damuni et al., 1995;
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Li et al., 1996]. Es remarcable que, aunque cominmente considerada como una
Ser/Thr fosfatasa, en ciertas condiciones esta proteina puede actuar como una
tirosina fosfatasa. La actividad Tyr fosfatasa es incrementada poderosamente
mediante incubacién del dimero (o, en menor extensién, de la subunidad
catalitica), con una proteina de 37 kDa denominada PTPA en presencia de
ATP/Mg™ [Van Hoof ef al., 1995]

Légicamente, la interaccién del dimero PF-2Ac/A con otras subunidades
reguladoras debe suponer un importante mecanismo de control de la actividad
biolégica de la PF-2A. Esto puede ocurrir, por ejemplo; influenciando la
especificidad de sustrato. Esta especificidad puede incluso afectar determinados
fosfoaminodcidos de un misma proteina. As{, mientras el trimero PF-
2Ac/A/PR72 desfosforila preferencialmente las serinas 120 y 123 del antigeno T
grande del virus SV40, la desfosforilacion de la Thr-124 (precisamente la diana
de la quinasa cdk1) sélo es catalizada por el trimero PF-2Ac/A/PRS5 [Cegielska
et al., 1994]. Por otro lado, mutaciones especificas de la subunidad reguladora B
en Drosophila han mostrado una disminucién en la actividad de la fosfatasa
tinicamente hacia determinados sustratos.

Al igual que en el caso de la PF-1 [Clotet et al., 1991], se ha demostrado
en levaduras que la actividad PF-2A es esencial para la célula [Sneddon et al.,
1990]. En eucariotas superiores, las funciones celulares de la PF-2A han sido
exploradas a menudo mediante el uso de inhibidores como el 4cido okadaico. No
obstante, debe considerarse que, a la luz de la aparicién de nuevos tipos de
Ser/Thr fosfatasas (ver mds adelante), la inhibicién de un proceso bioldgico por
bajas concentraciones de esta toxina no siempre es garantia de que la PF-2A sea
la dnica fosfatasa responsable. Atn asi, hay poderosas evidencias de que esta
fosfatasa estd involucrada en la regulacion del ciclo celular, particularmente en
la transicién G2/M, sobre la cual ejerce un efecto negativo. El efecto negativo de
la PP2A en la entrada a mitosis se ha verificado también en levaduras, donde
parece asociado a la presencia de la subunidad B (CDC55p). La actividad PF-2A
es relevante en el control de algunos procesos metabdlicos, tal como la sintesis y
degradacién de glucégeno en mamiferos y levaduras, en el correcto desarrollo
corporal en Drosophila y en otras importantes funciones [vease Shenolikar, 1994
para una revisién]. Una posible base molecular para explicar alguna de estas
funciones es la posibilidad de que la PF-2A desfosforile determinados factores
de transcripcién. Por ejemplo, se cree que, de manera directa o indirecta, la
actividad PP-2A es clave en la desfosforilacién del factor de transcripcién
CREB, el cual se une a los elementos que responden a AMPc.

4. PROTEINA FOSFATASA 2B

La PF-2B, también denominada calcineurina, fue identificada
inicialmente en cerebro como una de las mds abundantes proteinas capaces de
unir calmodulina y s6lo mas tarde se describié su actividad como Ser/Thr
fosfatasa. El enzima es un heterodimero, compuesto por calcineurina A (60 kDa)
y calcineurina B (19 kDa). La calcineurina A es la subunidad catalitica, ademds
de unir calmodulina. La calcineurina B, que es un miembro de la familia de
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proteinas enlazantes de calcio con estructura de hélice o “mano” EF, contiene
cuatro bucles de unién a calcio y muestra un 35% de identidad con la
calmodulina. En mamiferos, ambas proteinas estdn codificadas por muiltiples
genes: tres, en el caso de la subunidad A y dos en el de la B. La multiplicidad de
isoformas es atin mayor de lo predecible, puesto que algunos de estos genes dan
lugar a transcritos diferentes, a menudo de expresion especifica en un
determinado tejido. En S. cerevisae, la subunidad A estd codificada por dos
genes (CNAI y CNA2) cuya funcién es, aparentemente, redundante [Cyert,
1993]. La subunidad B estd codificada por un tnico gen (CNBI). Hasta la fecha,
no se han identificado gene que codifiquen una PF-2B en plantas. La
calcineurina ha sido cristalizada en complejo con la FKBP12 y el farmaco
FK506 (ver mds adelante) [Griffith et al., 1995].

A diferencia de otras fosfatasas, la PF-2B presenta una especifidad de
sustrato bastante alta. La actividad PF-2B es dependlente de Ca** (Kd=0.1 nM) y
es estimulada por calmodulina, aunque e] enzima %)urlflcado también requiere la
presencia de iones divalentes, como Mg** o Mn*“. El extremo C-terminal de la
subunidad A posee un centro con capacidad autoinhibitoria. Ello explica que el
enzima puede activarse in vitro por proteolisis. La unién de calmodulina a la
subunidad A o la de calcio a la B permiten superar el efecto autoinhibitorio
citado extremo C-terminal. Tanto en mamiferos superiores como en levaduras, la
subunidad B estd miristilada. Sin embargo, al menos en este dltimo caso, la falta
de miristilacién no parece conllevar anomalias funcionales evidentes [Cyert,
1993].Uno de los descubrimientos mds relevantes en este campo ha sido la
identificacién de PF-2B como la diana celular mds relevante para una serie de
fadrmacos de cardcter inmunosupresor (ciclosporina A, FK506, etc.). El complejo
farmaco-receptor (éstos tltimos conocidos como inmunofilinas) se asocia a la
PF-2B provocando la inactivacién de la fosfatasa. Al parecer, la interaccion
ocurre con la subunidad B, aunque se requiere la presencia de la subunidad A en
el complejo [véase una revision en Shenolikar, 1994].

La fosfatasa 2B parece desempefiar diversas funciones bioldgicas. En
relacién con su participacion en los mecanismos de inmunosupresién, existen
evidencias de que la calcineurina interviene en la via activada por calcio
involucrada en la activacién de las células T en respuesta al antigeno. Este
proceso, que tiene como resultado la expresién del gen de la interleucina-2,
implicarfa una desfosforilacién de la subunidad citosélica del factor de
transcripcion NF-AT. Recientes evidencias indican que esta interaccién podia
ser directa [Loh et al., 1996]. Entre otros efectos, la calcineurina parece estar
implicada en la expresion inducida por calcio de ciertos genes en pancreas o en
la mediacién de la estimulaciéon a-adrenérgica de la Na'/K™ ATPasa en las
células del tibulo renal. A diferencia de lo descrito para la PF-1 o la PF-2A, en
S. cerevisiae la calcineurina no es esencial. La delecién de ambas subunidades A
o de la unica subunidad B da lugar a células hipersensibles a sodio. Este efecto
es debido a que las células deficientes en calmodulina han perdido parcialmente
la capacidad para expresar la ATPasa que, mayoritariamente, es responsable de
la salida del cation del interior de la célula [Mendoza et al., 1994]. Ademds, la
calcineurina parece ser necesaria en el proceso de adaptacién a la feromona
factor a [Cyert, 1993]. Curiosamente, en S. pombe la calcineurina parece estar
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codificada por unico gen [Yoshida et al., 1994]. La interrupcién del mismo da
lugar a defectos en la citoquinesis y a células virtualmente estériles. El primer
fenotipo es también observable tras tratamiento con ciclosporina A.

5. PROTEINA FOSFATASA 2C

La PF-2C, una actividad inicialmente identificada como dependiente de
Mg*?, corresponde a una protefna monomérica (43-48 kDa) que es
estructuralmente diferente del resto de las subunidades cataliticas. No obstante,
muestra cierta similitud con la fosfatasa mitocondrial que desfosforila la piruvato
deshidrogenasa (un tipo muy especifico de proteina fosfatasa). Una de las
caracterfsticas tipicas de la PF-2C es su total insensibilidad a 4cido okadaico. En
mamiferos se han clonado dos isoformas mayoritarias, las cuales a su vez
pueden dar lugar a diferentes transcritos (p. €j., por splicing alternativo). Estas
variedades, en algunos casos, muestran diferente distribucién tisular. Una
revisién profunda de la relacién estructural de la PF-2C con otras familias de
proteinas eucariotas y procariotas puede obtenerse en [Bork et al., 1996].

En mamiferos se conoce poco sobre la funcién y la regulacién de la PF-
2C. In vitro, esta fosfatasa es particularmente activa sobre enzimas importantes
en el metabolismo del colesterol, asi como sobre la proteina quinasa dependiente
de Ca**/calmodulina II (convirtiéndola en calcio-independiente). Esta tltima
actividad podria, ademds, ser relevante in vivo. Tanto en S. cerevisiae como en S.
pombe existen tres genes que codifican la PF-2C. En ambas especies la PF-2C
estd, como minimo, involucrada en la transduccién de sefiales relacionada con
los mecanismos osmosensores. En S. cerevisiae, éstos implican una cascada del
tipo MAP quinasa (HOG1), la cual es controlada negativamente por la fosfatasa
[Maeda et al., 1994]. En S. pombe una de las isoformas, ptci+, estd involucrada
en la respuesta a stress térmico, puesto que su mRNA se induce en estas
condiciones y los mutantes por delecién son particularmente sensibles a esta
circunstancia. En plantas superiores se ha identificado una proteina
estructuralmente relacionada con la PF-2C, codificada por el gen ABII, que
contiene ademds un presunto centro de unién a calcio. Esta fosfatasa es esencial
en la respuesta de la planta a dcido abcisico [Leung et al., 1994; Meyer et al.,
1994].

6. LAS NUEVAS FORMAS DE SER/THR FOSFATASAS

El estudio de la actividad fosfatasa, fundamentalmente en mamiferos, ha
puesto en evidencia que existen proteina Ser/Thr fosfatasas que difieren en sus
propiedades de los enzimas descritos en las pdginas precedentes. Este es el caso
de la actividad fosfatasa mitocondrial especifica para la piruvato deshidrogenasa
(que como se ha comentado, tiene una lejana relacién con la PF-2C) o para la
deshidrogenasa de 2-oxo-4cidos de cadena ramificada. Pero, al margen de estos
casos especificos, se han identificado otras actividades de dificil clasificacién.
Asi, la denominada PP3 tiene una especifidad de sustrato similar a la PF-1y, sin
embargo, es insensible a 4cido okadaico. Segiin se deduce de la secuenciacién
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parcial de la proteina, PP3 estarfa emparentada estructuralmente con la PF-1c
[Honkanen et al., 1991].

Tabla 3.- Nuevas formas de Ser/Thr proteina fosfatasas

Designacion ~ Organismo Caracteristicas estructurales Funciones conocidas
PPl Fago A Codificada por el orf221. Similar a PF-  * Decisi6n lisis/lisogenia
lcy PF-2c
PPX M/DM/P * Poco mas de 300 aa., contiene sélo * Localiza preferentemente en
nicleo catalitico centrosomas
* mds similar a PF-2Ac que a PF-1c
PPV M/DM * Poco mis de 300 aa, contiene sélo * Homélogo a SIT4 ?.
niicleo catalitico
* mds similar a PF-2Ac que a PF-1c
PPY DM * mas similar a PF-1Ac que a PF-2Ac
rdgC DM * Relacionada con PF-2B * Evita la degradacién del retinal
inducida por luz
PP5/PPTI M/SC * aprox. 500 aa * Jocalizacion nuclear
* Repeticién de un motivo
“tetratricopeptido”
SIT4 SC *311 aa, contiene sélo nicleo * Se requiere en la transicién G1/ S
(PPHI) catalitico * homélogo PPV? (Drosophila )
* mds similar a PF-2Ac que a PF-1c
PPH3 SC * 308 aa, contiene sélo niicleo * actividad funcional residual tipo PF-
catalitico 2A
* mds similar a PP2Ac que a PF-1c
PPG1 SC * 368 aa/ Insercién C-terminal de 50 * involucrado en acimulo de glucégeno

PPZ1/PPZ2  SC
SPM

PPQ1 SC
(SAL1)

aa.
* méas similar a PP2Ac que a PF-1c
*692/710 aa

* Mitad C-terminal relacionada con
PF-1c y 92% identical entre ellas

* Extensién N-terminal rica en Ser y
residuos basicos

* 549 aa, dominio N-terminal rico en
Ser/Asn

* mas similar a PF-1c que a PF-2Ac

* mutantes tolerantes a Na* y Li*

* mutantes liticos ante ciertas
situaciones de stress

* La sobreexpresion suprime la
mutacién Dmpk|

* affecta la precisi6n en la traduccién

* incrementa la eficiencia de supresores
omnipotentes

Abreviaturas: M: mamiferos, DM: Drosophila, P: Plantas superiores, SC: S.
cerevisiae, SP: S. pombe

Sin embargo, la aproximacién experimental que ha proporcionado una
mayor informacién sobre la existencia de nuevas formas de Ser/Thr fosfatasas ha
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sido clonacién de los correspondientes cDNAs o genes, bien mediante el
andlisis de bibliotecas con sondas correspondientes a otras fosfatasas, la
amplificacién por PCR, o la complementacion fenotipica de ciertas mutaciones.
En la Tabla 3 se sintetizan algunos de los conocimientos que se tienen en este
momento al respecto. Cabe resaltar tres aspectos: primero, que la mayorfa de
estas nuevas formas guardan una relacion estructural con la PF-1c o la PF-2Ac.
Segundo, que en la mayoria de los casos estas nuevas formas tan sélo han sido
identificada en una tnica especie o tipo celular (por supuesto, ello no implica
necesariamente que sean especificas de esta especie o tipo celular). En este
sentido, el caso de la PPX es especial, ya que esta fosfatasa ha sido identificada
en mamiferos, insectos y plantas [ver Pérez-Callején, 1993 y referencias alli
incluidas]. Posiblemente la PP5, identificada en mamiferos y que tiene un
homélogo en levadura (PPT), sea también una fosfatasa ubicua [Becker et al.,
1994; Chen et al., 1994].

Es evidente que, debido a lo reciente del descubrimiento de estas nuevas
formas de fosfatasas, bien poco es sabido en la mayoria de los casos sobre la
funcién de las mismas ni sobre su regulacién. Uno de los pocos casos en que se
han realizado algunos avances en este sentido es, precisamente, el de uno de los
tipos de fosfatasas de S. cerevisiae estudiados en nuestro laboratorio: el
compuesto por el par de genes PPZl y PPZ2. El gen PPZI fue clonado por
nuestro grupo tras haber puesto en evidencia, mediante técnicas de PCR, que el
genoma de esta levadura codificaba una posible fosfatasa relacionada con las
PF-1 [Posas et al., 1992]. Poco mas tarde se puso de manifiesto la existencia de
un segundo gen relacionado, denominado PPZ2 [Lee et al., 1993, Hughes et al.,
1993]. Ambas proteinas tienen un tamafio anormalmente grande para una
Ser/Thr fosfatasa (692 y 710 aminoécidos, respectivamente) y constan de una
mitad C-terminal que muestra un 62% de identidad con la PF-1c de diferentes
especies, precedida por una larga extensién N-terminal rica en Ser y Thr, ademas
de en aminodcidos bésicos. Estudios fenotipicos iniciales, utilizando cepas
delecionadas en estos genes o complementando en multicopia determinadas
mutaciones, mostraron que estas fosfatasas estdn involucradas en el
mantenimiento de la integridad celular ante determinadas situaciones de stress,
como pueden ser la exposicién a cafefna o el crecimiento a temperaturas
relativamente altas. En estas circunstancias, los mutantes sufre lisis celular.
[Posas et al.,1993, Lee et al., 1993]. Estos estudios relacionaron las PPZ con la
via en cascada que relaciona la protefna quinasa C (PKC1) con la MAP quinasa
codificada por el gen SLT2/MPKI y que estd involucrada en la correcta
formacién de la pared celular [para una revisién, ver Herskowitz, 1995]. Sin
embargo, esta no es la dnica funcién bioldgica en la que las PPZ parecen jugar
un papel importante. Mediante una mezcla de fortuna e intuicién (a partes
desiguales) nuestro laboratorio descubri6 que la delecién de PPZI (pero no la de
PPZ2) conferia a la levadura un fenotipo de alta tolerancia al catién sodio. No
obstante, la delecién de PPZ2 en un fondo genético Appzl incrementaba adn
mds la halotolerancia. Este descubrimiento era notable por cuanto, si bien se
conocian ya diversas mutaciones que tornaban las células hipersensibles a sodio,
se trataba del primer (y todavia tinico) caso en que la eliminacién de un gen
producia un incremento en la tolerancia. Nuestros estudios han demostrado que
este fenotipo ocurre porque las células carentes de PPZ bombean sodio mds
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eficazmente al exterior de la célula. Este bombeo estd promovido por una
ATPasa del tipo P, codificada por el gen ENAI/PMR2A [Haro et al., 1991] la
cual, en condiciones basales, apenas es expresada mientras que, tras la
exposicién a sodio, los niveles de su mRNA se incrementan fuertemente en
pocos minutos. Precisamente, en células carentes de PPZ la expresion de ENAI
esta muy incrementada en condiciones basales y todavia aumenta mas tras la
exposicién de las células a sodio [Posas et al., 1995a].

Ciertamente, la estructura de la mitad N-terminal de las PPZ es
merecedora de atencién. Para empezar, la presunta Gly aminoterminal (Gly-2) se
presenta en un consenso optimo para sufrir miristilacién, es decir, incorporacion
covalente de miristato, catalizada por una transferasa especifica. Tomando como
modelo PPZ1, hemos podido comprobar que se produce una cierta incorporacién

e[’ H]mmstlco in vivo y que la mutacién de la Gly-2 a Ala no sélo impide la
m1r15t1lac1on sino que afecta poderosamente la funcién de PPZ1 en la
homeostasis salina. Sin embargo, la protefna mutada es perfectamente funcional
cuando se comprobaba creciendo las células en presencia de cafeina. Una
diseccion similar entre ambos fenotipos puede observarse al expresar formas de
la PPZ1 que han sufrido diferentes deleciones en la mitad N-terminal. En
cambio, la funcionalidad es destruida a todos los efectos si se genera un version
de la PPZ1 carente de actividad catalitica (R451L). Por lo tanto, la actividad
fosfatasa de la PPZ1 es esencial para su funcién, mientras que la mitad N-
terminal posee determinantes especificos de funcién [Clotet et al., 1996]. Esta
actividad ha sido caracterizada mediante la expresién de la proteina en E. coli,
como una fusién con la glutation-S-transferasa. El enzima recombinante es
dependiente de Mn* y no actia como fosforilasa fosfatasa (que es el sustrato
usual para la PF-1). Su sensibilidad a 4cido okadaico es similar a la de PF-1
pero, sin embargo, es mucho menos sensible al inhibidor-2 [Posas et al., 1995b]

Muy recientes evidencias sugieren que PPZ1 puede estar interaccionando
en la célula con un modulador negativo de su funcién en la hemostasis salina.
Datos preliminares sugieren que este modulador podria ser el producto del gen
HAL3, recientemente identificado como un gen cuya delecién da lugar a una
hipersensibilidad a sodio, precisamente debido a que provoca una disminucién
en la expresion de ENAI [Ferrando et al, 1995]. Por ejemplo, hemos
comprobado que la mutacién Ahal3 carece de efecto en un fondo genético Appzl
(pero no Appz2). Ademds, es posible demostrar una interaccion fisica entre PPZ1
recombinante y Hal3p procedentes de extractos de levadura mediante
experimentos de trapping. Un aspecto interesante es que la interaccion parece
notablemente mds fuerte cuando en estos experimentos se emplea como “cebo”
unicamente la mitad C-terminal de PPZ1 (es decir, el dominio fosfatasa),
sugiriendo que Hal3p podria interaccionar con la regién catalitica de PPZ1. Esta
hipétesis se ve reforzada por el hecho de que in vitro, Hal3p inhibe
substancialmente la actividad de la fosfatasa recombinante. Este conjunto de
datos sugieren que Hal3p podria comportarse como una verdadera subunidad
reguladora de PPZ1. Esta regulacién podria afectar exclusivamente a alguna de
las posibles dianas de PPZ1 en la célula, toda vez que Hal3 no parece estar
relacionado con el mantenimiento de la integridad celular bajo ciertas formas de
stress, en el cual PPZ1 desempeifia algtin papel. Una posibilidad, perfectamente
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asumible a la luz de lo descrito en los capitulos precedentes, serfa que Hal3p
modulara la actividad de PPZ1 sobre determinados sustratos, sin alterar otras
posibles dianas celulares de la fosfatasa. El establecimiento de una relacion
funcional entre Hal3p y PPZ1p adquiere mayor relevancia si consideramos que
podria extenderse mds alld de S. cerevisiae. Efectivamente, nuestro laboratorio
ha clonado y estd en vias de caracterizar un probable homélogo estructural y
funcional de las PPZ en la levadura de fision S. pombe, muy alejada
evolutivamente de S. cerevisiae. Por otra parte, datos preliminares del proyecto
de secuenciacién sistemdtico de S. pombe indican que el genoma de este
organismo codifica una proteina con notable similitud a Hal3p, a la vez que
parece muy probable la existencia de un homélogo de Hal3 en plantas
superiores.

7. CONCLUSIONES, REFLEXIONES Y PERSPECTIVAS
FUTURAS

En este capitulo hemos pasado revista, de manera superficial, a la
informacién que se dispone en la actualidad sobre las proteina Ser/Thr
fosfatasas. De estos datos pueden derivarse varias conclusiones. Por un lado, que
este tipo de enzimas representa una familia de gran complejidad. Esta
complejidad reside no sélo en la existencia de un numeroso grupo de proteinas
dotadas de la actividad catalitica caracteristica, sino de la existencia, a menudo,
de multiples isoformas de cada una de ellas. Este aspecto, como hemos
documentado, es particularmente espectacular en plantas superiores. Sin ir mds
lejos, en S. cerevisiae pueden existir alrededor de veinte genes que codifican
proteinas con actividad Ser/Thr fosfatasa demostrada o seriamente presumible.
No parece exagerado pensar que, en genomas mds complejos, esta cifra pueda
llegar al centenar. A este nivel de complejidad debe afiadirse la existencia de
diferentes subunidades reguladoras, algunas de las cuales presentan también en
multiples formas. Esta situacién, al menos por lo que sabemos, es
particularmente compleja en las fosfatasas de tipo 1 y 2A (y quizé ello explique
lo pleiotrépico de sus acciones).

Hasta hace poco tiempo la actividad de las proteina fosfatasas se
consideraba, en el contexto de la actividad celular, como de regulacién
relativamente simple, en el sentido de que un conjunto limitado de estos
enzimas, actuando sobre un amplio espectro de sustratos, eran capaces de
revertir la accién de un muy nutrido grupo de proteina quinasas altamente
especificas y sobre las cuales recafa la regulacion del proceso. Esta vision es
claramente obsoleta y debe dejar paso a un escenario en el cual las regulacién de
las fosfatasas es una pieza clave en la modulacién de los procesos celulares. Esta
regulacién puede ocurrir de diferentes maneras, como la modificacién covalente
de las propias subunidades cataliticas, la interaccion de éstas con determinadas
subunidades reguladoras (las cudles a su vez también pueden ser modificadas
post-traduccionalmente), produciendo un efecto de targeting o de alteracién en
la especificidad de sustrato, o la existencia de mecanismos de expresion selectiva
de una u otra isoforma en determinado tejido o célula. Por supuesto, nada impide
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que varios de estos mecanismos se den simultineamente. En lo que hace
referencia a la interaccién de subunidades cataliticas con ciertas subunidades
reguladoras, hemos de considerar que las pequefias variaciones en secuencia que
se observan entre diferentes isoformas de una subunidad catalitica dada podrian
ser decisivas a la hora de interaccionar o no con una subunidad reguladora
especifica (sin comprometer la actividad del enzima en otras circunstancias). Un
ejemplo de ello nos lo proporcionaria la PF-1c de S. cerevisiae (GLC7p). En esta
proteina (que es mas del 80% idéntica a la PF-1c humana !), la substitucién de la
Arg-73 por Cys no elimina la actividad catalitica, pero evita su interaccién con la
subunidad reguladora G (GAClp) y, en consecuencia, afecta la sintesis de
glucégeno sin alterar otros procesos. A partir de estos ejemplos podemos
entender como la evolucién ha mantenido fuertemente conservada la estructura
de una amplia familia de proteinas con actividad hidrolasa de esteres fosféricos
y, a la vez, ha podido diversificar enormemente sus funciones.

En el &mbito de las proteina fosfatasas, el futuro plantea una serie de retos
importantes. Al margen de identificar posibles nuevos miembros de esta extensa
familia, un aspecto crucial serd entender de que manera unas interacciones
especificas entre determinadas subunidades cataliticas y reguladoras pueden
modular (también especificamente) determinados procesos celulares. Esta
cuestion no sélo incluye el conocer la identidad exacta de las moléculas que
intervienen, sino también las sefiales que propician esta interaccion y las dianas
celulares cuyo estado de fosforilacién (y funcionalidad) resultan modificadas
consecuentemente.
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