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Resumen

En el presente trabajo se estudia la adaptacion metabdlica en
respuesta a estrés en el modelo de levadura, y de forma mas concreta se
investiga la regulacion de la actividad peroxisomal y el metabolismo de

esfingolipidos.

Los peroxisomas son organulos dindmicos, encargados de forma
especifica de la B-oxidacidn de acidos grasos en células de levadura. Aqui
se muestra como la funcidon peroxisomal es crucial para la adaptacién al
estrés salino, especialmente en condiciones de ayuno de glucosa. Se
regula a multiples niveles tanto la actividad peroxisomal como su nimero
ante condiciones de estrés. La activacion de la MAP quinasa Hogl
desencadena la induccion de genes que codifican enzimas para la
activacion, importacidon peroxisomal y B-oxidacion de los acidos grasos.
Esta regulacidn génica ocurre a través del activador transcripcional Adrl,
gue se asocia transitoriamente con los genes que codifican enzimas
metabdlicas de acidos grasos de una manera dependiente del estrés y de
Hogl. Ademas, el estrés causado por Na* y Li*, provoca un aumento en el
numero de peroxisomas por célula de manera independiente de Hogl,
gue depende a su vez de la ruta retrégrada y de las dinaminas GTPasas
Dnm1l y Vpsl. La fuerte activacién de la acil-CoA sintetasa Faal, que se
localiza especificamente en las particulas lipidicas y los peroxisomas, indica
que la adaptacién a estrés salino requiere una mayor movilizacion de

acidos grasos de los almacenes de lipidos internos. Estos resultados
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indican que la B-oxidacion peroxisomal inducida por estrés desencadena

un aumento de la respiracion ante el choque salino.

Los esfingolipidos son reguladores de la muerte celular mediada por
la mitocondria en eucariotas superiores. Sin embargo, se desconoce como,
cambios en el metabolismo de los esfingolipidos y en intermediarios aguas
abajo, afectan a las funciones mitocondriales. En este trabajo se describe
como en la ruta de degradacién de esfingolipidos de levadura, la
produccién de hexadecenal a través de Dpll y su degradacién a través de
Hfd1l, es critica para la funcién mitocondrial y la muerte celular.
Intervenciones genéticas que favorecen la acumulacién de hexadecenal,
disminuyen el consumo de oxigeno de las células e incrementan la
produccién de ROS y la fragmentacidn mitocondrial, y a la inversa. La
localizacion de Hfd1, que es la enzima que degrada el hexadecenal, es
puntual en lugares cercanos a la red mitocondrial. Y esta localizacion
depende de un complejo ERMES funcional, lo que indica que la
modulacion de los niveles de hexadecenal en lugares especificos de
contacto entre el reticulo endoplasmatico y la mitocondria, podria ser un
importante desencadenante de la muerte celular. Estos datos son
apoyados por el hecho de que el hexadecenal afiadido de forma externa o
la ausencia de Hfd1, promueve la muerte celular inducida por la proteina
Bax humana. Finalmente, la induccion de la ruta de degradacion de
esfingolipidos en condiciones de estrés, estd controlada por la MAP
quinasa Hogl. Por lo tanto, la modulacién de la degradacion de
esfingolipidos regulada por estrés, podria ser una via conservada para

inducir la muerte celular en organismos eucariotas.
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Abstract

In the present work we study the metabolic adaptation in response
to stress in the yeast model, and more specifically we investigate the

regulation of peroxisomal activity and the metabolism of sphingolipids.

Peroxisomes are dynamic organelles and the sole location for fatty
acid B-oxidation in yeast cells. Here we find that peroxisomal function is
crucial for the adaptation to salt stress, especially upon sugar limitation.
Multiple layers of control regulate both peroxisomal activity and number
upon stress. Activated Hogl MAP kinase triggers the induction of genes
encoding enzymes for fatty acid activation, peroxisomal import and B-
oxidation through the Adrl transcriptional activator, which transiently
associates with genes encoding fatty acid metabolic enzymes in a stress-
and Hogl-dependent manner. Moreover, Na* and Li* stress induces an
increase in peroxisomal number per cell in a Hogl-independent manner,
which depends instead of the retrograde pathway and the dynamin
related GTPases Dnm1 and Vpsl. The strong activation of the Faal fatty
acyl-CoA synthetase, which specifically localizes to lipid particles and
peroxisomes, indicates that adaptation to salt stress requires the
enhanced mobilization of fatty acids from internal lipid stores. Taken
together, these results suggest that stress-induced peroxisomal [-

oxidation triggers enhanced respiration upon salt shock.



Sphingolipids are regulators of mitochondria-mediated cell death in
higher eukaryotes. However, how changes in sphingolipid metabolism and
downstream intermediates impinge on mitochondrial function is
unknown. Here we found in yeast that within the sphingolipid degradation
pathway, the production via Dpl1 and degradation via Hfd1 of hexadecenal
is critical for mitochondrial function and cell death. Genetic interventions,
which favor hexadecenal accumulation, diminish oxygen consumption
rates and increase ROS production and mitochondrial fragmentation and
viceversa. The location of the hexadecenal degrading enzyme Hfd1l in
punctuate structures all along the mitochondrial network depends on a
functional ERMES complex, indicating that modulation of hexadecenal
levels at specific ER-mitochondria contact sites might be an important
trigger of cell death. This is further supported by the finding that externally
added hexadecenal or the absence of Hfd1 enhance cell death caused by
human Bax protein. Finally, the induction of the sphingolipid degradation
pathway upon stress is controlled by the Hogl MAP kinase. Therefore the
stressregulated modulation of sphingolipid degradation might be a

conserved way to induce cell death in eukaryotic organisms.



Resum

Al present treball s’estudia I'adaptacié metabolica en resposta a
estrés al model de llevat, i de forma més concreta s’investiga la regulacié

de I'activitat peroxisomal i el metabolisme d’esfingolipids.

Els peroxisomes sén organuls dinamics, encarregats de forma
especifica de la B-oxidacié dels acids grassos en cél-lules de llevat. Aci es
mostra com la funcié peroxisomal es crucial per a I'adaptacié a I'estrés sali,
especialment en condicions de dejuni de glucosa. Es regula a multiples
nivells tant I'activitat peroxisomal com el seu numero, davant de
condicions d’estrés. L'activacié de la MAP quinasa Hogl desencadena la
induccid de gens que codifiquen enzims per a l'activacio, importacié
peroxisomal i B-oxidacid dels acids grassos. Aquesta regulacié génica té
lloc mitjangant [I'activador transcripcional Adrl, que s’associa
transitoriamente amb els gens que codifiquen enzims metaboliques
d’acids grassos d’una manera dependent de lI'estrés i de Hogl. A més,
I'estrés causat per Na* i Li*, provoca un augment en el nimero de
peroxisomes per cel-lula de manera independent de Hogl, que depén a la
vegada de la ruta retrograda i de les dinamines GTPases Dnm1 i Vpsl. La
forta activacio de Ila acil-CoA sintetasa Faal, que es localitza
especificament a les particules lipidiques i als peroxisomes, indica que
I’adaptacidé a estrés sali necesita d’'una major movilitzacié d’acids grassos

dels magatzems de lipids interns. Estos resultats indiquen que la B-
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oxidacié peroxisomal induida per estrés desencadena un augment de la

respiracio davant el xoc sali.

Els esfingolipids sén reguladors de la mort cel-lular mitjada per la
mitocdéndria en eucariotes superiors. No obstant, es desconeix cém, canvis
al metabolisme dels esfingolipids i en intermediaris aiglies baix, afecten a
les funcions mitocondrials. En aquest treball es descriu cdm en la ruta de
degradacid de esfingolipids de llevat, la produccié d’hexadecenal
mitjancant Dpll i la seua degradacid mitjancant Hfd1, és critica per a la
funcié mitocondrial i la mort cel-lular. Intervencions genétiques que
afavorixen I'acumulacié d’hexadecenal, disminuixen el consum d’oxigen de
les cel-lules i incrementen la produccié6 de ROS i la fragmentacid
mitocondrial, i a la inversa. La localitzacié de Hfd1, que es I'enzim que
degrada |I’"hexadecenal, és puntual en llocs propers a la red mitocondrial. |
esta localitzacié depén d’'un complex ERMES funcional, el que indica que la
modulacié dels nivells d’hexadecenal en llocs especifics de contacte entre
el reticle endoplasmatic i la mitocondria, podria ser un important
desencadenant de la mort cel-lular. Estes dades son recolzades pel fet de
gue I'hexadecenal afegit de forma externa o I’'abséncia de Hfd1, promou la
mort celul-lar induida per la proteina Bax humana. Finalment, la induccid
de la ruta de degradacid d’esfingolipids en condicions d’estrés, esta
controlada por la MAP quinasa Hogl. Por tant, la modulacié de la
degradaciéo d’esfingolipids regulada per estrés, podria ser una via

conservada per a induir la mort cel-lular en organismes eucariotes.
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Introduccion

1. Introduccion a los peroxisomas.

En 1954 y gracias a Johannes A G Rhodin, se describieron los
peroxisomas por primera vez (Jonannes A G Rhodin, 1954). Pero
inicialmente no se conocian con este nombre, si no con el nombre de
“microcuerpos”. No fue hasta 1966 cuando Christian de Duve y su equipo
los caracterizaron como organulos independientes con el nombre de

peroxisomas (De Duve and Baudhuin, 1966).

El nombre de peroxisoma procede de la presencia de enzimas
involucradas en la produccion y degradacidon de perdxido de hidrégeno.
Son organulos muy activos tanto dindmica como metabdlicamente y estan
presentes en las células eucariotas. Sus dimensiones son de 0,1 a 1 um de
diametro, estan constituidos por una simple membrana y generalmente
son esféricos. Aunque pueden cambiar su forma y sufrir una elongacién.
Ademads, pueden contener enzimas metabdlicas que en determinados
casos forman un ndcleo cristalino (Smith and Aitchison, 2013). Sus
propiedades metabdlicas pueden variar substancialmente dependiendo de
la especie en que se encuentre, incluso a nivel de un Unico organismo los
peroxisomas pueden contener enzimas alternativas dependiendo del
tejido en que se encuentren o de las condiciones ambientales. Ademas,
algunos peroxisomas encontrados en determinados grupos de organismos
o tejidos son tan diferentes que inicialmente se habian descrito como
organulos distintos y de hecho, actualmente se utilizan nombres
alternativos para referirse a ellos. Algunos ejemplos de estos organulos

son los glicosomas o los glioxisomas (Gabaldon, 2010).
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1.1. Metabolismo peroxisomal.

Al igual que existen varios subtipos de reticulo endoplasmatico con
funciones especializadas: rugoso, liso y de transicién, dependiendo del tipo
celular los peroxisomas también tienen diferentes apariencias, contenidos
y funciones. En los peroxisomas tienen lugar muchas reacciones
metabdlicas, las mdas destacables son la B-oxidacion de los acidos grasos y
la degradacién del peréxido de hidréogeno. Otras funciones mas
especializadas que sélo se encuentran en determinados organismos o
tipos celulares, estan relacionadas con el metabolismo del glicerol y con el

mantenimiento de la integridad celular (Smith and Aitchison, 2013).

Todas las proteinas peroxisomales estan codificadas en el nucleo
celular y son trasladadas al citosol e importadas a los peroxisomas gracias
a un conjunto de proteinas altamente conservadas, que reconocen
péptidos de sefalizacion PTS (“peroxisome targeting signals”) en las
proteinas peroxisomales (Hettema et al.,, 2014). Este conjunto de
receptores y transportadores, coordinan un transporte de proteinas

necesario para coordinar las diferentes funciones peroxisomales.

En la siguiente tabla se muestran las funciones metabdlicas de los

peroxisomas y los reinos en los que se desarrollan:
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Rutas peroxisomales Plantas Hongos Prot Animal

Acidos biliares

Acidos grasos poliinsaturados i i

Pirimidinas J «

Purinasalvaje v

Toxinas parapatogénesis de plantas i

Biotina

Isoprenoidesy colesterol « Desc.

Prostaglandinas i

Poliaminas v v v

Oxidacion de acidos grasos i i i i
Destruccion delradical superéxido porla superox. dism. i i i

Glicolisis v

Ciclo delglioxilato V /

Otras

Bioluminiscencia de la luciferasa

Sefializacion de H,0,enneuronas hipotalamicas /

Tabla 1. Funciones peroxisomales. En los peroxisomas tienen lugar muchas rutas
metabdlicas entre las que se encuentran la biosintesis de moléculas como 4acidos grasos,
toxinas o antibidticos, la degradacién de aminoacidos o el mantenimiento de la
integridad celular, entre otras. Estas funciones no se dan en plantas, hongos, protozoos y
animales, si no que cada una de ellas se da en alguno/s de los reinos. Las funciones mas
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conservadas y que tienen lugar en los cuatro reinos son: la oxidacion de los acidos grasos
y la degradacion del perdxido de hidrégeno. (Tabla modificada de Smith and Aitchison,
2013).

La B-oxidacidon de los acidos grasos, es el proceso metabdlico mas
comun que se produce en los peroxisomas, en levadura de hecho esta B-
oxidaciéon se produce exclusivamente en este organulo. En mamiferos en
cambio, este proceso se da principalmente en la mitocondria, ya que los
acidos grasos de cadena corta y media son transportados directamente a
la mitocondria para producirse alli su B-oxidacion. Sin embargo, los acidos
grasos de cadena larga, de cadena ramificada, los dicarboxilicos y

tricarboxilicos, sufren su B-oxidacion en los peroxisomas (Wanders, 2014).

Ademas de la B-oxidacién comentada, en los peroxisomas humanos
también se produce la a-oxidacidn. Esta oxidacidon es necesaria para los
acidos grasos de cadena ramificada trimetilados, los cuales necesitan sufrir
una primera alfa-oxidaciéon para generar un acido graso dimetilado que
pueda ser metabolizado por B-oxidacion. Estos peroxisomas ademas,

tienen un papel crucial en la detoxificacion del glioxilato (Wanders, 2014).

En las células de la levadura S. cerevisiae los acidos grasos sufren su
B-oxidacién de forma exclusiva a nivel peroxisomal, como ya se ha
comentado anteriormente. En la figura 1 se muestra de forma
esquematica el metabolismo de los dacidos grasos en la levadura S.

cerevisiae.
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Biogénesis

CICLO DE
KREBS

Figura 1. Metabolismo de los acidos grasos en levadura. En los peroxisomas de la
levadura S. cerevisiae se produce la B-oxidacion de los 4cidos grasos de la célula, los
cuales penetran a la misma por simple difusién o a través de transportadores como Fat1.
Tras ser activados por Coenzima-A son introducidos al peroxisoma donde se produce su
B-oxidacidn. La acetilcarnitina que es el producto final de este proceso se exporta a la
mitocondria para la obtencién de energia en el ciclo de Krebs. (Figura adaptada de
Hiltunen et al., 2003).

Los acidos grasos presentes en el medio, son introducidos al interior
de las células por simple difusién a través de la membrana plasmatica y a
través de transportadores como Fatl. En el interior de las células, éstos
acidos grasos deben ser activados por Coenzima A. De esta activacion, asi
como de su transporte, se encargan las proteinas Faal, Faa4 y Fatl. Esta
ultima proteina estda implicada principalmente en la activacién vy

transporte de acidos grasos de cadena muy larga (Trotter, 2001).
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Para el transporte de estos acidos grasos activados por Coenzima A,
es importante la proteina Acb1l (nombre procedente de “acyl-CoA binding
protein”). Una vez activados, éstos se internalizan a los peroxisomas a
través de transportadores como son: el heterodimero formado por Pxaly
Pxa2, asi como por la proteina también de activacién Fat1.

Los 4cidos grasos activados por CoA, una vez en el interior de los
peroxisomas, se oxidan a través del proceso de B-oxidacién, el cual se
puede resumir en los siguientes pasos: los acil-CoA se convierte en trans-2-
enoil-CoA, a través de la proteina Pox1. Este se transforma en 3-cetoacil-
CoA gracias a la proteina Fox2, y por ultimo se obtiene el producto de la B-
oxidacién acetil-coenzima A. En este proceso simplificado, ademads
participan otras enzimas auxiliares como son: Dcil y Ecil. El acetil-CoA que
se obtiene se transforma en acetilcarnitina gracias a las enzimas: Cat2, que
tiene localizacidn peroxisomal y mitocondrial (Elgersma et al., 1995); Yat1,
gue también se ha localizado en la membrana externa mitocondrial
(Schmalix and Bandlow, 1993); y Yat2 que tiene una localizacién mas
citosdlica (Swiegers et al., 2001). Estas ultimas, también se encargan del
transporte de la acetilcarnitina a la mitocondria para permitir la entrada a
través de la translocasa Crcl y su posterior entrada en el ciclo de Krebs.

(Palmieri et al., 1999).

1.2. Interaccion entre peroxisoma, mitocondria y reticulo
endoplasmatico.

Se conoce la relacién entre los peroxisomas y otros organulos

celulares. El organulo principal con el que se relaciona es la mitocondria.
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Esto es debido a que los peroxisomas no contienen un ciclo del acido
citrico, por lo que el acetil-CoA producido tras la B-oxidacién en los
peroxisomas, no puede ser degradado a CO; y H,O. Ademas, los
peroxisomas tampoco poseen una cadena respiratoria como la
mitocondria, por lo que hace necesaria la actuacidon de una lanzadera para
regenerar el NAD* a partir del NADH. En Saccharomyces cerevisiae la
reoxidacién intraperoxisomal del NADH se produce gracias a una lanzadera
compuesta por malato deshidrogenasas tanto peroxisomales como
citosélicas (van Roermund et al., 1995). Por eso, es necesaria la actuacién
de la mitocondria como captador de los productos de la B-oxidacién
peroxisomal que no pueden ser degradados en los mismos (Wanders,

2014).

Los peroxisomas también se han visto asociados al reticulo
endoplasmatico. Esta asociacion se encuentra en la ruta de biosintesis de
los eterofosfolipidos y se ha observado en el modelo de ratén. Produce su
primer paso en los peroxisomas, seguido de la transferencia de alquil-
dihidroacetona fosfato al reticulo endoplasmdtico para su posterior
conversion en eterofosfolipidos, incluyendo plasmalégenos (da Silva et al.,

2012).

La mitocondria también presenta una estrecha conexién con el
reticulo endoplasmatico a través del complejo ERMES (“Endoplasmic
Reticulum/Mitochondria Encounter Structure”) 'y otros complejos

proteicos, tal y como se explicara posteriormente en el apartado 3.6.
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1.3. Biogénesis peroxisomal.

Las membranas de los peroxisomas contienen proteinas que son
transportadores de metabolitos primarios y peroxinas. Se conocen 31
peroxinas en levadura, las cuales estan involucradas en diversos aspectos
de la biogénesis peroxisomal, entre los que se incluyen la generacién de
nuevos peroxisomas, la division de los mismos y el importe de proteinas
de membrana y de la matriz peroxisomal. Las peroxinas estan codificadas
por los genes PEX, catorce de los cuales se han identificado en humanos.
Ademas estos genes se asocian a desérdenes de la biogénesis peroxisomal
o PBDs tal y como se explica en el apartado 1.3 (Smith and Aitchison,

2013).

En levadura se proponen dos mecanismos de biogénesis
peroxisomal: mediante generacion de novo a partir del reticulo
endoplasmatico y a partir de peroxisomas preexistentes. La biogénesis de
novo a partir de vesiculas del reticulo endoplasmatico, se produce gracias a
la actividad de Pex3 y Pex19. Se forman dos tipos de vesiculas cuyos
contenidos no seran funcionales hasta su posterior fusién en una Unica
vesicula o peroxisoma maduro. De esta fusién se encargan las peroxinas
Pex1l y Pex6. Por otro lado, el proceso de generacion de peroxisomas
maduros por crecimiento y divisidén se basa en el crecimiento de los
peroxisomas tras su fusion con otras vesiculas procedentes del reticulo
endoplasmatico. Tras este crecimiento, interviene la peroxina Pex11, para

producir la elongacion de una parte del peroxisoma y por Ultimo gracias a

10
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proteinas de fision como Fisl, se produce la divisién para dar lugar a

nuevos peroxisomas maduros (Smith and Aitchison, 2013).

1.4. Peroxisomas y enfermedad.

A lo largo de los afios se han propuesto diversas clasificaciones para
los desérdenes peroxisomales, no obstante existe un consenso general
que los clasifica en dos grupos: los desérdenes de la biogénesis

peroxisomal y los desdrdenes en funciones peroxisomales.

Dentro de los desordenes de la biogénesis peroxisomal,
encontramos los del grupo A y los del grupo B, los cuales se caracterizan
por una deficiencia en la biogénesis peroxisomal. En el grupo A se
enmarcan los desérdenes de Zellweger, en el cual se encuentran: El
sindrome de Zellweger, la adrenoleucodistrofia neonatal y la enfermedad
infantil de Refsum. Estas enfermedades ocurren a 1 de cada 50.000

individuos (Wanders, 2014).

Formas del Sindrome de Zellweger incluyen mutaciones en los genes
PEX. Estas formas y sus genes afectados se conocen como: Sindrome de
Zellweger (afectado PEX1), PBD2A (afectado PEX5), PBD3A (afectado
PEX12), PBD4A (afectado PEX6), adrenoleucodistrofia neonatal (afectado
PEX2), PBD6A (afectado PEX10), PBD7A (afectado PEX26), PBDSA
(afectado PEX16), enfermedad infantil de Refsum (afectado PEX3), PBD11A
(afectado PEX13), PBD12A (afectado PEX19) y PBD13A (afectado PEX14).

Se trata de un desorden autosdmico recesivo, caracterizado clinicamente
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por una disfuncidon neurolégica, hepatica y renal, con anormalidades
craneofaciales. Bioquimicamente, carecen de peroxisomas. Los individuos
gue se ven severamente afectados por este sindrome, mueren al primer

afno de vida (Wanders, 2014).

La mutacion en el gen PEX1 es la mas comun, asociada con el 68% de
todos los individuos afectados por deficiencias en la biogénesis
peroxisomal. Mutaciones en los genes PEX6, 10, 12 y 26, ocurren en el 26%
de los individuos afectados. Y en los genes PEX2, 3, 5, 13, 14, 16 y 19, se

observa en el 6% de los afectados (Wanders, 2014).

En el grupo B de los desérdenes de la biogénesis peroxisomal, se
conoce la condrodisplasia rizomélica tipo 1, caracterizada por una
mutacion en el gen PEX7. Los sintomas mas caracteristicos de esta
enfermedad son el acortamiento de las extremidades superiores, rigidez
en las articulaciones, microcefalia y epifisis punteada (Mohamadynejad et

al.,, 2013).

Actualmente no existen tratamientos para esta enfermedad, dado
gue deberian aplicarse practicamente antes del nacimiento. No obstante,
se han conseguido algunos tratamientos sintomaticos, entre los que se
incluyen: dietas bajas en acido fitanico, administracién oral de acido bilico
o precursores de plasmaldgenos y transplante de higado (Setchell et al.,
1992). Ademas se estan investigando sobre nuevas terapias potenciales en
modelos de células en cultivo. De hecho se han obtenido modelos de
ratones para deficiencias de algunos de los genes PEX, muy utiles para

desarrollar nuevas aproximaciones de tratamiento (Steinberg et al., 2006).
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Por otro lado, en cuanto a los desérdenes de funciones
peroxisomales se caracterizan por la presencia de mutaciones en enzimas
implicadas en procesos peroxisomales, afectando asi a su funcién. La
mayoria de este tipo de alteraciones tiene lugar a nivel de la B-oxidacién
de los acidos grasos, entre las que se encuentran la Adrenoleucodistrofia
ligada a X y la deficiencia en la Acil-CoA oxidasa. Dafios en este proceso,
provocan una acumulacion de 4cidos grasos (Wanders, 2014). Pero
también pueden estar alterados otros procesos como son: la biosintesis de
eterofosfolipidos, provocando la Condrodisplasia rizomélica de tipo 2 y 3;
la alfa-oxidacion, provocando la enfermedad de Refsum; el metabolismo
del glioxilato, provocando la hiperoxaluria primaria tipo 1; la sintesis de
acidos biliares; o el metabolismo del peréxido de hidrégeno (Wanders,

2014).

1.5. Dindmica peroxisomal.

Los peroxisomas pueden incrementarse en tamafio y en nimero en
coordinacion con cambios morfoldgicos en otros compartimentos
subcelulares, entre los que se incluyen la mitocondria, las particulas
lipidicas y determinados dominios de la membrana plasmatica. Lo que se
sugiere es que esta dindmica no simplemente consiste en un aumento del
volumen de los peroxisomas para favorecer una induccion de su
metabolismo, sino que reconfiguraciones de forma y tamafio tienen un
efecto mas complejo en las funciones peroxisomales (Smith and Aitchison,

2013).
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El mantenimiento del nimero y de la calidad de los peroxisomas, por
tanto, es muy importante para el mantenimiento de la homeostasis
peroxisomal. Los procesos de biogénesis explicados anteriormente (por
generacién de novo y por fision) estan coordinados y regulados para
controlar la abundancia peroxisomal y su funcién. Dependiendo de las
condiciones ambientales y del estadio celular, las células realizan un tipo u
otro de biogénesis. Y su movilidad por la célula tiene lugar a través de los
filamentos de actina en el caso de levadura o a través de los microtubulos
en el caso de las células de mamifero. Esta movilidad es importante para
su biogénesis, ya que por ejemplo en levadura, es necesario este
movimiento para una correcta distribucidn a las células hijas durante la
divisién celular. Y no sélo para su biogénesis, si no que esta movilidad a
través de los filamentos de actina se produce durante el proceso de

pexofagia (Smith and Aitchison, 2013).

El proceso de pexofagia es un tipo especifico de autofagia que tiene
lugar a nivel peroxisomal. Existen dos tipos de pexofagia, la
micropexofagia que tiene lugar cuando un conjunto de peroxisomas son
secuestrados a través de la membrana vacuolar y la macropexofagia que
tiene lugar cuando un peroxisoma es rodeado por la membrana de un
fagéforo formando un pexofagosoma, que sera liberado posteriormente a

la vacuola (Till et al., 2012).

En ausencia de cualquier estimulo de proliferacion peroxisomal,
éstos se multiplican de forma comparable al ciclo celular. Y no sélo se

regulan estos aspectos, si no que la elongacion que sufren los
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peroxisomas, por ejemplo en respuesta a determinados factores de
transcripciéon o a acidos grasos poliinsaturados, es otro mecanismo que
permite alterar la actividad de algunas rutas metabdlicas peroxisomales

para una mejor adaptacioén celular (Smith and Aitchison, 2013).

Los peroxisomas de la levadura S. cerevisiae, adaptan su nimero y
funcion fisioldgica en respuesta a cambios en el estado metabdlico de la
célula. En presencia de un exceso de glucosa, las células de levadura
muestran bajos niveles de peroxisomas en cuanto a nimero y actividad.
Sin embargo, en presencia de una fuente de carbono no fermentable,
como son los acidos grasos (por ejemplo el oleato), etanol o aminoacidos,

se activa rapidamente la proliferacion peroxisomal (Sibirny, 2016).

Esta dindmica peroxisomal tiene un fuerte componente
transcripcional por la accién coordinada de los factores de transcripcion
Oaf1/Pip2 y Adrl (Turcotte et al., 2010). Los activadores Oaf1/Pip2 median
la respuesta celular a oleato. Oafl se activa por la unidn directa a acidos
grasos y junto a Pip2, se une como un heterodimero a la secuencia
consenso de los elementos de respuesta a oleato (ORE): CGGN3TNANG..
12CCG, que se encuentran en los promotores de los genes de proliferacién
y B-oxidacion peroxisomal (Rottensteiner et al., 1997). Por otro lado, Adrl
se une a otro motivo diferente de los mismos promotores de los genes
peroxisomales y activa su expresion en respuesta a una disminucién de los
niveles energéticos intracelulares. Y esta ruta de sefializacién esta activada

por la proteina kinasa Snfl (Ratnakumar and Young, 2010). En el presente
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trabajo se estudia un modo alternativo de activacién peroxisomal en

levadura, que estd modulado por estrés salino.

2. Introduccion a los esfingolipidos.

Los esfingolipidos constituyen una amplia clase de lipidos que se
localizan en las membranas de las células eucariotas, asi como en tejido
nervioso y cerebral (Spiegel and Milstien, 2003). Estan constituidos por
una esfingosina o 1,3-dihidroxi-2-amino-4-octadeceno, a la cual pueden
unirse varios grupos funcionales o acidos grasos mediante enlaces amida,
constituyendo las conocidas como esfingosina-1-fosfato y ceramidas
(Hannun and Obeid, 1995). Estas ceramidas, a su vez, pueden modificarse
para constituir diferentes tipos de lipidos. Por un lado, la ceramida-1-
fosfato, (Chalfant and Spiegel, 2005), esfingomielinas (Barenholz, 1984) y
glicoesfingolipidos simples y complejos, incluyendo los gangliésidos,

cerebrésidos y globdsidos (Hakomori, 2003).

Las esfingomielinas se localizan principalmente en la vaina de
mielina de las neuronas y en las membranas de las células del tejido
adiposo. Poseen un grupo fosfato, por lo que pertenecen al grupo de los
fosfoesfingolipidos (Barenholz, 1984). Por otro lado, dependiendo del
oligosacérido unido a la ceramida se forman los ganglidsidos, cerebrosidos
y globdsidos. Por ejemplo, los primeros se forman por la unién de varias
unidades de oligosacéridos a la ceramida, mediante enlace o-glicosidico. Y

se localizan principalmente en las terminaciones del sistema nervioso
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central (Svennerholm, 1980). Los segundos, por la unién de un unico
oligosacarido a la ceramida (si es una galactosa se constituyen los
galactocerebrdsidos y si es una glucosa se constituyen los
glucocerebrésidos). Se localizan principalmente en membranas
plasmadticas. Por ultimo, el tercer grupo se caracteriza por la unién de

oligosacaridos neutros a la ceramida (Linington and Rumsby, 1978).

f Esfingomielina \ [ Ganglioésido \

ceramida ! P heo? ]
0 H Gaeptd T e 5
AAAAANAAAA CHy ! w00 m ~\ 0
HN 1 / o
HiC s {AOp. , O ASIANNANANANCH, : 2 oo ceramida
H,C by, o o OH esfingosina

N 2 )
( Cerebrésido \ ( Globésido \

H CHOH 0

(CHZ)nCH3 I \ ) \/\ !
(CH2]12CH3 - ' ] ceramida

ceramida

( ESFINGOLIPIDOS \

Colina

- . D Galactosamina
s /’ | Monosacérido X
- Galactosa O MAcido sidlico

' | Glucosa

Esfingomielina Cerebrésido Gangliésido
\ Glucolipido /

Esfingosina

Ceramida

Figura 2. Esquema estructural de la esfingomielina, de un gangliésido, un
cerebrosido y un globésido. En la imagen superior izquierda se muestra la esfingomielina
que posee un grupo fosfato unido a la unidad basica estructural de este tipo de lipidos, la
ceramida. En la imagen superior derecha se muestra como los ganglidsidos se
caracterizan por la unién de varios oligosacéaridos a la ceramida. En la imagen central
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izquierda se observa un cerebrdsido, el cual tiene unido un uUnico oligosacarido a la
ceramida. En la imagen central derecha se muestra un globdsido, el cual se caracteriza
por la unién de oligosacaridos neutros a la ceramida. Por ultimo, en la parte inferior se
muestra un esquema de los esfingolilpidos. (Imagen adaptada de Sanchez A and Diaz-
Laviada I., 2006; y Janmey and Kinnunen, 2006).

2.1. Papel bioactivo de los esfingolipidos.

Los esfingolipidos, ademas de su papel estructural, son muy
importantes como lipidos bioactivos. Participan activamente como
segundos mensajeros en diversas rutas de sefializacién celular, gracias a su
capacidad para formar multiples puentes de hidrégeno con otras
moléculas (Rao and Acharya, 2008). Muchas de estas rutas estan
implicadas en procesos esenciales como son la diferenciaciéon, migracion,

muerte celular programada e inflamacién (El Alwani et al., 2006).

Por lo tanto no es sorprendente que los esfingolipidos se hayan visto
implicados en diversas enfermedades como cancer, diabetes,
enfermedades del corazén, infecciones microbianas, desérdenes
neuroldgicos incluyendo la enfermedad de Alzheimer y disfunciones

inmunoldgicas (Dickson, 2008).

La biosintesis de los esfingolipidos comienza en el reticulo
endoplasmatico, a partir de precursores solubles y finaliza en el complejo
de Golgi y en la membrana plasmatica. En las membranas plasmaticas
existen unos dominios de menor fluidez denominados rafts lipidicos, que
se producen por la interaccién de esfingomielinas, colesterol vy

glicoesfingolipidos. Y parece que estan involucrados en la sefalizacién
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celular, clasificacion de lipidos y proteinas y en el trafico o transporte

transmembrana (Chakraborty and Jiang, 2013).

2.2. Esfingosina-1-fosfato y enfermedad.

A nivel bioactivo, la esfingosina-1-fosfato o S1P esta considerada
como uno de los esfingolipidos mds importantes por su implicacién en una

gran variedad de procesos fisioldgicos y patofisiolégicos.

Uno de los procesos en los que interviene esta molécula es en la
inhibicidon de la ceramida, la cual interviene en procesos de senescencia
apoptosis y autofagia. Por lo que estos procesos se ven regulados

negativamente por la esfingosina-1-fosfato.

La S1P puede actuar extracelularmente, cuando es exportada desde
el citoplasma de las células al exterior de las mismas. Y una vez en el
exterior puede actuar de forma autocrina o paracrina a través de
receptores acoplados a proteina G y asi participa en procesos de
reclutamiento de células madre, diferenciacion y mantenimiento del
estado de pluripotencia (Pitson and Pebay, 2009). Numerosos estudios
han mostrado que la produccién de S1P promueve el crecimiento tumoral,
la resistencia a apoptosis, la angiogénesis tumoral y la metastasis. En este
sentido, puede actuar de forma autocrina para promover el propio
crecimiento, supervivencia, motilidad y metastasis (Salas et al., 2011) o

paracrina, induciendo la produccién de moléculas de adhesién endotelial,
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angiogénesis y regulando interacciones celulares, asi como reclutando

células inflamatorias (Anelli et al., 2010).

Se conocen varias dianas intracelulares de la esfingosina-1-fosfato.
Por un lado, las histonas deacetilasas son inhibidas por la S1P, lo que
desencadena variaciones en el balance de la acetilaciéon de histonas y por
tanto en la regulacién de determinados genes dianas (Hait et al., 2009).
Por otro lado, el factor 2 asociado al receptor del TNF (TRAF2) cuando es
activado por esta molécula actia como supresor de la apoptosis (Alvarez
et al., 2010). La proteina quinasa C 6 (PKC) es otra diana intracelular de la
S1P, la cual se sugiere que cuando es activada in vivo, media la activaciéon
inducida por toxinas del NF-kB, interviniendo por tanto en el shock séptico
(Puneet et al., 2010). Y por ultimo, la prohibitina 2 (PHB2), es otra diana de
esta molécula. Esta altamente conservada y regula el ensamblaje de la
cadena respiratoria mitocondrial y su funcién. Se ha sugerido que la
interaccion de la S1P con PHB2 es importante para el ensamblaje de la
citocromo-c oxidasa y la respiracion mitocondrial (Artal-Sanz and

Tavernarakis, 2009).

Como ya se ha comentado, es evidente la implicacién de esta
molécula en procesos tumorales. Pero la patofisiologia de la misma se
extiende todavia mads. La S1P, por su capacidad de unién a la lipoproteina
de alta densidad (HDL) y a la albimina, estd presente en elevada
concentracion en la circulacidon. De esta manera actla sobre diferentes
tipos celulares como los monocitos, interviniendo en el desarrollo de la

aterosclerosis (Daum et al.,, 2009). La diabetes se asocia con un
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metabolismo de esfingolipidos alterado y aunque muy pocos estudios se
han centrado en el papel de la S1P en esta area, es la ceramida la molécula
gue en este caso se ha asociado a la resistencia a insulina. La ceramida
interviene en la inhibicion de determinadas rutas de sefializacion de
insulina, inhibiendo asi su papel en el musculo esquelético. La acumulacion
de esfingolipidos en el higado, por otro lado, parece ser insuficiente para
producir esta resistencia. Se han realizado experimentos en roedores que
demuestran que la inhibicién de la sintesis de esfingolipidos incrementa la
sensibilidad a insulina, resuelve la esteatosis hepatica y previene la

diabetes en los mismos (Summers, 2010).

La S1P también tiene la capacidad de estimular la motilidad de los
osteoclastos y mantener la homeostasis de los minerales en los mismos,
estando involucrada, por tanto, en osteoporosis (Ishii et al., 2010). Bajas
concentraciones de esta molécula provoca una acciéon quimiotactica para
los precursores osteocldsticos, sin embargo, concentraciones elevadas

inhiben su movimiento (Ishii et al., 2009).

En resumen, la esfingosina-1-fosfato esta implicada en numerosas
condiciones patofisioldgicas y enfermedades que afectan a la mayoria de
organos del cuerpo humano. Algunas de estas enfermedades se muestran

en la siguiente figura, entre las que se encuentran las ya comentadas.
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Figura 3. Implicacion en procesos patofisiolégicos de la S1P. La esfingosina-1-
fosfato estd implicada en numerosas condiciones patofisioldgicas y enfermedades que
afectan a la mayoria de érganos del cuerpo humano. Entre estos drganos se encuentra el
ojo, la vasculatura, los pulmones, el corazoén, la piel, el cerebro, la oreja, el higado, el
pancreas, el estdmago, el tejido adiposo y el esqueleto. (Figura modificada de Maceyka et

al., 2012).

2.3. Ruta de degradacion de la S1P, SLS y hexadecenal.

Los esfingolipidos, contienen principalmente, residuos de acidos

grasos saturados. Y esta caracteristica no los hace favorables para la B-

oxidacion peroxisomal (Shadyro et al., 2015).
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Existe una ruta metabdlica de conversién de esfingolipidos a
glicerolipidos donde la S1P es un intermediario importante. La
dihidroesfingosina (DHS), que es un precursor de la esfingosina-1-fosfato,
se genera a través de la ruta de sintesis de esfingolipidos de novo y se

metaboliza de manera similar a la S1P.

En mamiferos, la esfingosina-1-fosfato y la dihidroesfingosina-1-
fosfato se producen a través de una ruta de biosintesis a partir de
Palmitoil-CoA. Esta ruta se muestra en la figura 4. En esta figura se observa
como a partir de Palmitoil-CoA se produce la esfingosina-1-fosfato y la
dihidroesfingosina-1-fosfato a través de los intermediarios: 3-
cetodihidroesfingosina, dihidroesfingosina  (DHS), dihidroceramida,

ceramida y esfingosina (Nakahara et al., 2012).
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Figura 4. Ruta de biosintesis en mamiferos de la dihidroesfingosina (DHS), la
dihidroesfingosina-1-fosfato (DHS1P) y de Ila esfingosina-1-fosfato (S1P). La
dihidroesfingosina-1-fosfato y la esfingosina-1-fosfato (remarcadas en gris oscuro), se
sintetizan en mamiferos a partir de Palmitoil-CoA. Intervienen ademas, otros
intermediarios en la ruta, como son: la 3-cetodihidroesfingosina, la dihidroceramida, la
ceramida y la esfingosina. (Imagen adaptada de Nakahara et al., 2012).

En levadura, la ruta de biosintesis de la dihidroesfingosina-1-fosfato
es mas sencilla que en mamiferos, tal y como se muestra en la figura 5. En
este caso, esta molécula se produce a partir de Acil-CoA, a través de los
intermediarios: 3-cetodihidroesfingosina y dihidroesfingosina (DHS)

(Nakahara et al., 2012).
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Figura 5. Ruta de biosintesis en levadura de la dihidroesfingosina (DHS) y
dihidroesfingosina-1-fosfato (DHS1P). Esta ruta de biosintesis de la dihidroesfingosina y
la dihidroesfingosina-1-fosfato, es la que tiene lugar en levadura. Estas moléculas se
encuentran remarcadas en gris oscuro y su biosintesis tiene lugar a través del
intermediario: 3-cetodihidroesfingosina. (Imagen adaptada de Nakahara et al., 2012).

A pesar de las ligeras diferencias en la ruta de biosintesis de la
dihidroesfingosina y la esfingosina-1-fosfato entre mamiferos y levaduras,
la ruta de degradacidon de ambas moléculas se encuentra conservada. Por
ello, la levadura Saccharomyces cerevisiae es un muy buen organismo
modelo para el estudio de los esfingolipidos. Ademas, esta conservacién se
extiende a los reinos flngico y vegetal en el caso del primer paso de esta

ruta de degradacion.
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La esfingosina-1-fosfato se convierte a glicerolipidos (llegando
previamente a su precursor: palmitoil-CoA) en esta ruta de degradacion. A
través de una S1P liasa se produce un primer paso de conversion de la S1P
a hexadecenal. Y el hexadecenal se convierte en palmitoil-CoA a través del

acido hexadecenoico y del hexadecenoil-CoA (figura 6).
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Figura 6. Ruta de degradacion de la dihidroesfingosina (DHS) y la esfingosina-1-
fosfato (S1P), conservada en mamiferos y levadura. Se muestran todos los
intermediarios de la ruta de degradacidén, con sus correspondientes enzimas de levadura
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implicadas (subrayadas) y las de mamifero (en mayuscula). (Imagen adaptada de
Nakahara et al., 2012).

Uno de los pasos mds importantes que hay que destacar de la ruta
que se muestra en la figura 6 es el paso de la S1P a hexadecenal a través
de la proteina Dpll. Se trata de una dihidroesfingosina fosfato liasa que
regula los niveles intracelulares de moléculas como la esfingosina-1-

fosfato (Saba et al., 1997).

El hexadecenal es un aldehido altamente reactivo que debe ser
metabolizado inmediatamente a otro compuesto no tdxico, en este caso a
un acido carboxilico. Algunos de los efectos que produce el hexadecenal
en las células son la reorganizacion del citoesqueleto y la induccién de la
apoptosis (Kumar et al.,, 2011). Ademas, tiene la capacidad de formar
aductos con el ADN que puede desencadenar mutaciones (Upadhyaya et

al., 2012).

La enzima encargada de metabolizar el hexadecenal es la
deshidrogenasa Hfdl. Esta proteina es un ortélogo de la proteina
ALDH3A2, una deshidrogenasa de aldehidos grasos (FALDH “fatty aldehyde
dehydrogenase”), que interviene en la catalisis de los aldehidos grasos en

acidos grasos (Rizzo, 2007); (Nakahara et al., 2012).

En humanos, mutaciones en el gen ALDH3A2, se asocia al Sindrome
de Sjogren-Larsson (SLS). Este sindrome se trata de un desorden
hereditario neurodegenerativo que se caracteriza por los sintomas de
ictiosis congénita, retraso mental y espasticidad. En esta patologia, la

conversidon del hexadecenal no se produce debido a que es la proteina
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encargada de su conversién la que estda mutada. De esta manera, parece
ser que la acumulacién de este tipo de moléculas puede provocar dafio
celular al reaccionar con importantes componentes celulares (Rizzo, 2007);

(Nakahara et al., 2012).

3. La mitocondria.

3.1. Estructura y funciones generales.

La mitocondria es un orgdnulo semiauténomo y dindmico presente
en el citoplasma de las células eucariotas. Se encuentra en contacto con el
citoesqueleto y otros organulos como el reticulo endoplasmatico y en las
células de levadura, concretamente se encuentra formando una red
tubular cercana a la membrana plasmatica. Tiene su propio ADN
mitocondrial (mtDNA) que se organiza en moléculas circulares de doble
hebra muy compactas, denominadas nucleoides. Este mtDNA codifica para
8 proteinas en la levadura S. cerevisiae y 13 proteinas en el caso de
humanos y diversos rRNAs y tRNAs (Foury et al., 1998); (Boore, 1999). Sin
embargo, la mayor parte de proteinas mitocondriales estan codificadas en
genoma nuclear y tras sintetizarse en el citosol, se importan a la

mitocondria (Schmidt et al., 2010).

En cuanto a su estructura, la mitocondria se caracteriza por una
estructura de doble membrana (membrana externa y membrana interna),
gue permite separar lo que se conoce como matriz mitocondrial del
citoplasma, dejando entre ellas el espacio intermembrana.
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La membrana externa es la que se encuentra en contacto con el
citoplasma. Esta membrana es muy permeable y necesaria para diversos
procesos celulares como son la generacion de ATP, la regulaciéon del
transporte de metabolitos, regulacién de la homeostasis mitocondrial y
recepciéon y transduccidon de estimulos apoptdticos. Debido a su elevada
permeabilidad, la composicién del espacio intermembrana es muy similar
a la del citoplasma. Contiene entre un 60 y un 70% de proteinas entre las
que se encuentra la proteina Hfd1, de interés en este trabajo (Zahedi et

al., 2006).

La membrana interna, por otro lado, se caracteriza por su elevado
contenido en proteinas y por la formacién de crestas o invaginaciones
hacia el interior de la matriz mitocondrial que permite aumentar la
superficie de la misma. En estas crestas se acumulan determinadas
proteinas especificas especializadas en la generacién de ATP (Vogel et al.,
2006). Asociadas a ambas membranas se encuentran las llamadas porinas,
gue consisten en poros formados por proteinas que permiten el paso de

determinadas proteinas al interior de la mitocondria.

Entre las funciones principales de la mitocondria se encuentran la
generacion de ATP y la formacidn de centros hierro-sulfuro (Pandey et al.,
2012). Pero también participa en procesos como la muerte celular
programada o apoptosis, el almacenamiento de iones de calcio y en
diferentes rutas de sefalizaciéon vy diferenciacién. Mediante el

metabolismo mitocondrial se obtiene energia a partir de diferentes
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moléculas como aminoacidos, lipidos y carbohidratos (Zhang and Qi,

2008).

Los acidos grasos presentes en el citosol, son oxidados a acetil-CoA
en la matriz mitocondrial de algunos organismos a través de la B-
oxidacion. En las células de levadura, como ya se ha comentado
anteriormente y a diferencia de otros eucariotas, la B-oxidaciéon de los
acidos grasos se produce integramente en los peroxisomas (van Roermund
et al., 2003). Las moléculas de acetil-CoA obtenidas del metabolismo de
lipidos, al igual que las obtenidas a partir del piruvato procedente de la

glicdlisis, se oxidan a CO; en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (ciclo TCA).

3.2. Transportadores Crcl y Mpc mitocondriales.

El piruvato tiene un papel muy importante en el metabolismo
mitocondrial ya que es el producto final de la glicdlisis y ademas el
principal sustrato para el ciclo TCA (figura 7) (Vanderperre et al., 2015). El
piruvato se internaliza al interior de la mitocondria a través del
transportador Mpc (“Mitochondrial Pyruvate Carrier”) (Herzig et al., 2012);
(Bricker et al., 2012) y alli puede ser convertido en acetil-CoA por la
piruvato deshidrogenasa (PDH) para introducirse en el ciclo TCA. Ademas,
en el interior de la mitocondria, el piruvato también puede participar en la
sintesis de aminoacidos de cadena ramificada (leucina o valina) (Kohlhaw,

2003); (McCommis and Finck, 2015).
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La familia MPC de levadura estd constituida por tres proteinas:
Mpcl, Mpc2 y Mpc3. Y la delecién de estos genes de forma individual o
conjunta, lleva a una disminucién del piruvato mitocondrial (Herzig et al.,
2012). La funcién de Mpcl estd conservada en levadura, Drosophila
melanogaster y humano. Mpcl forma un complejo multimérico con Mpc2
localizado en la membrana mitocondrial interna (siendo Mpcl la
subunidad minoritaria y Mpc2 la mayoritaria) (Bricker et al., 2012). Este
complejo se forma mayoritariamente en condiciones fermentativas, en las
que el piruvato mitocondrial se desvia hacia la biosintesis de aminoacidos.
Sin embargo, en condiciones respiratorias, es el complejo formado por las
proteinas Mpcl y 3 el mayoritario y el piruvato internalizado es
direccionado al ciclo TCA para la obtencion de energia (Bender et al.,

2015).

Por otro lado, el acetil-CoA es el producto final de la B-oxidacion de
los acidos grasos que tiene lugar en los peroxisomas. La mitocondria es
impermeable al acetil-CoA, por lo que para atravesar la membrana
mitocondrial interna se une a la carnitina (Bieber, 1988) a través de una
carnitina acetil transferasa (CAT) localizada tanto en los peroxisomas como
en la mitocondria (Elgersma et al., 1995). Se conocen como CAT las
proteinas Cat2 (Kispal et al., 1993), Yatl y Yat2 (Schmalix and Bandlow,
1993), mostradas en la figura 1. La acetil-carnitina si que puede ser
transportada al interior de la mitocondria a través de una acetil-carnitina
translocasa, conocida como Crcl y que se localiza en la membrana

mitocondrial interna (Palmieri et al., 1999);(Bieber, 1988). El acetil-CoA
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unido a la carnitina, gracias a la misma enzima CAT es liberado de la misma

para ser incorporado al ciclo TCA (van Roermund et al., 1995). (Figura 7).
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Figura 7. Representacion de los transportadores Crcl y MPC en levadura. En la
levadura S. cerevisiae el acetil-CoA procedente de diferentes rutas, entre las que se
encuentra la B-oxidacién peroxisomal, se internaliza al interior de la mitocondria. Es el
transportador Crcl el encargado de internalizar esta molécula gracias a su unién a
carnitina a través de una carnitina acetil transferasa (CAT). Por otro lado, el piruvato
procedente de la glicdlisis se internaliza al interior de la mitocondria a través de los
transportadores Mpcl, 2 y 3 (MPC). (Figura adaptada de van Rossum et al., 2016).
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3.3. Dinamica mitocondrial.

La mitocondria es capaz de adaptarse a diferentes estimulos
ambientales y a estrés. Por ello, el nimero de mitocondrias, su tamafio y
su morfologia en las células depende del estado fisioldgico y metabdlico
de éstas. En la levadura S. cerevisiae la mitocondria presenta mds o menos
ramificaciones dependiendo del estado metabdlico de la célula y ademas
se encuentra en constante modificacién morfolégica (Hoffmann and Avers,

1973); (Detmer and Chan, 2007).

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un buen organismo modelo
para el estudio de la mitocondria ya que, tiene la capacidad de activar y
desactivar la respiracién en respuesta a cambios en la fuente de carbono
presente en el medio. Ante una disfuncién mitocondrial severa en la que el
proceso de respiracion no puede producirse, las células pueden
propagarse en medio fermentativo (Lasserre et al., 2015). Ademas, al
cambiar el tipo de fuente de carbono, se puede apreciar en las células de
levadura un aumento de biomasa mitocondrial tal y como se observa en la
figura 8. Esta morfologia mitocondrial se desarrolla a medida que las
células necesitan una activacién de la respiracion. Por ello, al pasar de una
fuente de carbono fermentativa (glucosa) a parcial o totalmente
respiratoria (galactosa o glicerol, respectivamente), la mitocondria
desarrolla una extensa red que se extiende por toda la célula para

potenciar su actividad.
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Glucosa Glicerol

Figura 8. Representacion de la morfologia mitocondrial de la levadura
Saccharomyces cerevisiae en presencia de glucosa y glicerol como fuentes de carbono.
Se muestran células de levadura silvestre que contienen el plasmido pVT100U que
expresa GFP fusionado a un péptido de localizacién mitocondrial (mt-GFP). Tras crecer las
células toda la noche con las diferentes fuentes de carbono se observa cémo la
mitocondria pasa de una forma tubular tipica de “y griega” (en condiciones fermentativas
con glucosa como fuente de carbono) a una red tubular mas desarrollada por toda la
célula (en condiciones respiratorias con glicerol como fuente de carbono).

La levadura se utiliza para la caracterizacién de multiples rutas
mitocondriales y presenta un elevado grado de conservacidon de estas
rutas entre humano y levadura. Por ello, se ha convertido en un modelo
muy valioso para el estudio de enfermedades mitocondriales humanas

(Rutter and Hughes, 2015).

Los procesos de fusion y fisidn son necesarios para el correcto
funcionamiento mitocondrial, para la adaptacion morfoldgica respiratoria
comentada, asi como para una correcta regulacidon de la herencia de la
misma (Berman et al., 2008). Disfunciones en estos procesos se han
relacionado con diferentes patologias, con procesos de desarrollo

embrionario y envejecimiento. Ademas, se ha sugerido que las especies
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ROS actuan sobre proteinas de fisidén y fusion mitocondriales (Willems et

al., 2015).

3.3.1.Fision y fusion mitocondrial.

El proceso de fision mitocondrial estd mediado por las GTPasas Drp1l
(en mamiferos) o Dnm1 (en levadura) conservadas evolutivamente. En
levadura, gracias al receptor de membrana Fisl se produce el
reclutamiento de la proteina Mdvl a la membrana mitocondrial. Y este
dimero recluta a Dnm1, el cual forma estructuras multiméricas tubulares,
se produce la hidrélisis de GTP y desencadena la fision mitocondrial (Zhao

et al.,, 2013).

FUSION:

Q_/ Mfn1/2 (Fzol)
Opal

FISION:

() Drpl (Dnmi)

® Fis1

Figura 9. Esquema de la fusion y fision mitocondrial. Representacion esquematica
de la fusion y fision mitocondrial y de su maquinaria principal en mamifero y levadura (en
paréntesis). (Figura modificada de Powers et al., 2012).
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Por otro lado, el proceso de fusién mitocondrial estd muy bien
caracterizado en S. cerevisiae y se requieren las proteinas Fzol y Ugol
(presentes en la membrana mitocondrial externa) y la proteina Mgm1l
(presente en la membrana mitocondrial interna). Las proteinas Fzol de
diferentes mitocondrias interaccionan formando complejos que permiten
fusionar las membranas mitocondriales externas, gracias a su funcién
GTPasa (Zhao et al., 2013). La proteina encargada de realizar esta fusion
pero en este caso, con las membranas mitocondriales internas de
diferentes mitocondrias es la proteina Mgm1. En este proceso, la proteina
Ugol interacciona con las proteinas anteriormente comentadas para

coordinar la fusién entre ambas membranas (Hoppins et al., 2009).

3.4. Estrés celular y mitocondria.

Cuando las condiciones de crecimiento de una célula no son
Optimas, se dice que estd en situacion de estrés, ante la cual debe
desencadenar mecanismos de percepcidon y respuesta que permitan su
adaptacion, supervivencia y crecimiento. Las condiciones del medio que
desencadenan un estrés celular pueden ser muy diferentes, desde
cambios en factores como pH, osmolaridad, temperatura a diferentes
nutrientes y agentes toxicos. Estos cambios son detectados por receptores
especificos en las células que permiten transducir la sefial. De esta forma,
gracias, por ejemplo, a una reprogramacién génica que se produce debido
a esta sefalizacidn, se activan los mecanismos de adaptacion de la célula 'y
se producen los cambios adaptativos para sobrevivir al estrés en cuestién.
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Se han realizado multiples estudios de la regulacion de la expresion
génica en levadura que se produce ante diferentes estreses. Los mas
interesantes para este trabajo son el osmético (Martinez-Montanes et al.,

2010) y el oxidativo (de la Torre-Ruiz et al., 2015).

La mitocondria es un organulo con una elevada especificidad, que
tiene un papel muy importante en la adaptacién a estrés, ya que como se
ha comentado en apartados anteriores, puede modificar sus procesos

fisioldgicos y su morfologia para adaptarse al mismo.

El estrés osmético puede estar producido por una baja disponibilidad
de agua en el ambiente o por elevadas concentraciones de iones como el
Na*. Este tipo de estrés afecta a la membrana plasmatica a nivel de
permeabilidad, estructura y propiedades mecanicas. Esto es debido a la
alteracion de su conformacién lipidica y por tanto, del nivel de
distribucién, sintesis y funcionalidad de las proteinas transmembrana,

transportadores y osmosensores localizados en ella.

Estudios anteriores en nuestro grupo de investigacion han
demostrado que la mitocondria tiene un papel fundamental en Ia
adaptacion de las células a estrés osmotico. Se ha visto que mutantes en
varias funciones mitocondriales, como la respiracién mitocondrial, el ciclo
de Krebs o de biogénesis, son sensibles a estrés causado por estrés salinoy
acumulan mas ROS durante dicho estrés. Ademas, las proteina quinasas
Hogl y Snfl coordinan la activacion de genes involucrados en la
respiracion mitocondrial en presencia del estrés comentado (Pastor et al.,

2009). Se han identificado algunas proteinas que se acumulan en la
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mitocondria durante la adaptacién al estrés salino, entre las que se
encuentran Lspl, Mcrl, Rdll, Om14 y Hfd1l (esta ultima tiene especial

interés en este trabajo) (Martinez-Pastor et al., 2010).

Se ha descrito una adaptacion mas especifica al estrés salino, que
esta relacionada con el transportador de piruvato mitocondrial: Mpc. Ante
condiciones de estrés salino, se induce la formacion de un complejo
Mpcl/Mpc3 mas eficiente para permitir un mayor importe de piruvato al

interior de la mitocondria (Timén-Gémez et al., 2013).

El estrés oxidativo, por otro lado, se genera por la formacion de
Especies Reactivas de Oxigeno (ROS). Estas se producen por la reduccién
parcial del O, durante la respiracién mitocondrial, la B-oxidacion de los

acidos grasos o la exposicidon a radiacion, luz y determinadas drogas.

Se necesita un correcto mantenimiento del medio redox para evitar
la formacién de estos reactivos y asi permitir que se den correctamente las
reacciones metabdlicas de oxidacion-reduccion de la célula. Las ROS son
altamente reactivas y algunas de las mas conocidas son el perdxido de
hidrégeno (H20z), el anién superéxido (O2), o el radical hidroxilo (OH-). La
presencia de estas especies provoca que las proteinas se agreguen o
fragmenten, la peroxidacién de lipidos y la oxidacién del ADN, que
desencadena roturas, mutagénesis o un bloqueo de la replicacion
provocando el declive funcional conocido como envejecimiento (Davies,
1987). Ademas se ha visto que las células que mueren por apoptosis, asi
como las que mueren debido al envejecimiento, acumulan radicales libres
(Simon et al., 2000).
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La mitocondria también tiene un papel muy importante en la
regulacion de las ROS para una correcta adaptacion de las células a estrés
oxidativo (Manoli et al., 2007). Aunque las mitocondrias también han
desarrollado sus propios mecanismos de detoxificacion de estas especies a
nivel enzimatico, como son: las superéxido dismutasas (Culotta et al.,
1995), las catalasas (Marchler et al., 1993) y las peroxidasas (Brigelius-
Flohe, 2006). Y también a nivel no enzimatico, como son: el glutation
(Folch-Mallol et al., 2004), las metalotioneinas (Hamer, 1986), la vitamina
E (Raspor et al., 2005), la ubiquinona (Frei et al., 1990), las poliaminas y el
acido ascérbico (Kim et al., 1996). A pesar de ello, es posible que los
niveles de ROS de las células superen la capacidad de las mismas de
detoxificarlas, pudiendo generar graves dafios que desencadenan

mecanismos apoptoticos.

En cuanto a la regulacidn del estrés oxidativo a nivel transcripcional,
se deben destacar dos factores de transcripcidon que participan de forma
cooperativa en esta respuesta. Estos son: Yapl y Skn7. La ruta mediada
por Yapl se activa gracias a la existencia de sensores de equilibrio redox.
Yapl, que se localiza en el citoplasma en ausencia de estrés, se concentra
en el nucleo en presencia de oxidantes. De esta manera se activa la
expresion de genes que codifican antioxidantes y otros genes de respuesta
a estrés (Lee et al.,, 1999). Los sensores de equilibrio comentados
contienen residuos de cisteina, que son los encargados de transducir la
sefial y de activar proteinas involucradas en la respuesta. Varias de éstas
requieren la presencia de Skn7, que contiene un dominio receptor y otro
de respuesta a estrés (Morgan et al., 1997).
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3.5. Ruta HOG.

Las células poseen sus propios sistemas de osmorregulacién para
defenderse frente al estrés osmotico. De esta manera, estos sistemas
permiten mantener la homeostasis celular y el equilibrio osmético entre el
exterior y el interior celular. Tras la deteccion de este tipo de estrés, la
levadura S. cerevisiae activa una cascada de sefalizacion de MAP quinasas
HOG (“High Osmolarity Glycerol”) que permite un reajuste de la expresion
génica y proteica (Hohmann, 2009). La activacién de HOG permite
estimular la expresion de genes que codifican para la biosintesis de
glicerol, el mayor osmolito en levadura y de esta manera contrarrestar la
concentracion de solutos extracelulares para reestablecer el equilibrio

osmotico.

Hogl tiene la capacidad de modular funciones de transporte en la
membrana plasmatica (Proft and Struhl, 2004) y adapta a las condiciones
de estrés la eficiencia de la traduccién (Warringer et al.,, 2010) y la
progresién del ciclo celular (Duch et al.,, 2012). Esta ruta HOG, permite
activar un complejo programa transcripcional en el que participan varios
factores de transcripcion como: Skol, Hotl, Smp1, Rtgl/3, Msn2 y Msn4
(Montanes et al.,, 2011); (Saito and Posas, 2012). La actividad de estos
factores produce la estimulacién transcripcional de muchos genes que
estan involucrados en diferentes aspectos fisiolégicos de la respuesta a

estrés (Posas et al., 2000).

La ruta HOG puede activarse por dos vias diferentes. Una via se basa

en el sistema de dos componentes de la histidina quinasa SIn1, que se
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activa debido a pequefias variaciones de osmolaridad celular. Y la otra via
se basa en el sistema osmosensor Shol, el cual requiere diferencias mas

significativas en la osmolaridad celular (Hohmann, 2009).

Estrés hiperosmoético

M. nuclear

Respuesta transcripcional

Figura 10. Ruta HOG (“High osmolarity glycerol”) en la levadura S. cerevisiae. El
estrés osmatico puede detectarse a partir de dos mecanismos independientes. A través
del osmosensor SInl, se activan las MAP quinasas Ssk2 y Ssk22. Y a través del osmosensor
Sho1l se activa la MAP quinasa Stell. La transmision de la sefial a través de cualquiera de
las dos vias converge en la activacién de Pbs2 que es un activador de Hogl. Hogl se
acumula en el nucleo en respuesta a estrés y activa un complejo programa transcripcional
en el que participan los factores de transcripcion: Smp1l, Hotl, Skol Msn2 y Msn4.
(Figura adaptada de Hohmann, 2009).
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3.6. Ruta retrégrada.

Ante una disfuncién mitocondrial, la pérdida de ADN mitocondrial o
por una disminucidon en la disponibilidad de nutrientes, la actividad
mitocondrial puede regular la expresion de determinados genes nucleares.
El dafio producido desencadena una bajada del potencial de membrana
mitocondrial y activa esta respuesta. Este fendbmeno se conoce como
respuesta retrégrada (RTG) y abarca todo un conjunto de sefales
metabdlicas que se emiten desde la mitocondria y provocan un cambio en
el patron de expresién de los genes nucleares implicados en la biogénesis

y diversas funciones mitocondriales (Liao and Butow, 1993).

La ruta retrégrada depende de tres proteinas principales: Rtgl, Rtg2
y Rtg3. Los factores de transcripcion Rtgl y Rtg3 forman un heterodimero
que reconoce secuencias especificas de ADN: GTCAC (R box). Este
complejo heterodimérico Rtgl/3, cuando se activa (a través del dominio
de activacion de Rtg3) se transloca del citoplasma al nucleo para controlar
la expresiéon de determinados genes diana que codifican proteinas
mitocondriales (Jia et al., 1997). Para permitir esta translocacién, Rtg3 se
desfosforila parcialmente gracias a la actuacién de Rtg2. Ademas, esta ruta
puede estar regulada negativa o positivamente por las proteinas Mks1,
Bmh1y Grrl (da Cunha et al., 2015). Ademas, el complejo 1 de la ruta TOR
(TORC1) también parece ser un regulador negativo de esta ruta

(Giannattasio et al., 2005).

La RTG interactia con multiples rutas de senalizacion en la célula y

también estd relacionada con la resistencia a estrés osmético. La expresion
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de genes de la ruta retrograda se ve activada bajo este tipo de estrés y
depende de la Map quinasa Hogl. Hogl interacciona con los factores
Rtgl/3 y permite su translocacion al ndcleo. Aunque la presencia de Hogl
es suficiente para la translocacién nuclear de Rtgl/3, su actividad es
necesaria para la unién de este heterodimero a la cromatina (Ruiz-Roig et

al.,, 2012).

Ante la activacién de la RTG las células alteran la expresion de mas
de 400 genes que desencadenan cambios en el metabolismo celular. Uno
de los cambios que se puede destacar es la activacidon del ciclo del

glioxilato en los peroxisomas (Epstein et al., 2001).

3.7. Complejo ERMES.

Se ha propuesto que la mitocondria esta estructuralmente vy
funcionalmente ligada a otros organulos a través de proteinas que residen
en la membrana mitocondrial externa. Estas interacciones entre organulos
forman lugares uUnicos que regulan la biosintesis, transporte de lipidos y la
sefializacién del Ca®* entre organulos (Scorrano et al., 2003); (Walter and

Hajnoczky, 2005).

Esta conexidn entre organulos celulares es necesaria para una buena
homeostasis celular. La mitocondria, por tanto, ademads de sus funciones
energéticas y reguladoras del metabolismo del calcio y de la apoptosis,
tiene un papel importante en el metabolismo de lipidos. Muchos lipidos y

proteinas necesarios para la biogénesis mitocondrial necesitan ser
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importados a la mitocondria ya que no se sintetizan en la misma. Los
lipidos de membrana por ejemplo, se sintetizan principalmente en el
reticulo endoplasmatico y se distribuyen a otros organulos (Kornmann et
al., 2009). Se sabe bastante sobre el importe de proteinas a la mitocondria.
Sin embargo, hay poco conocimiento acerca de la transferencia de
fosfolipidos a la mitocondria. La sintesis de fosfolipidos tiene lugar en su
mayor parte en el reticulo endoplasmatico y la mitocondria los adquiere
del mismo a través de zonas concretas de contacto entre ambos organulos
(Lang et al., 2015). En estas zonas de contacto de membrana, se
transfieren desde lipidos hasta pequefias moléculas de sefalizacién y no
s6lo son importantes como se ha comentado para el intercambio de
lipidos, si no que estos contactos también son importantes para la
sefializacion del calcio (Kornmann, 2013), para la apoptosis, la enfermedad
de Alzheimer y la replicacion viral (Kornmann and Walter, 2010); (Lahiri et

al., 2014).

En levadura, se ha identificado el complejo ERMES (“ER-
mitochondria encounter structure”), que estd compuesto por la
glicoproteina del reticulo endoplasmatico Mmm1, la proteina citosdlica
Mdm12 y dos proteinas de la membrana externa mitocondrial, Mdm10 y
Mdm34 (Kornmann et al., 2009). Con una disfuncién en alguna de estas
cuatro proteinas, parece ser que el complejo pierde su funcion (Lahiri et
al., 2014). (Figura 11). Para la funcion de este complejo principalmente se
ha propuesto el transporte de fosfolipidos del reticulo a la mitocondria
(Lang et al.,, 2015). Pero ademds es importante mencionar que
recientemente se ha encontrado una funcion de ERMES en la inciacion de
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la fision mitocondrial en el proceso de mitofagia (Bockler and

Westermann, 2014).

Resultados recientes han demostrado que ademas, existe una
relacion con la peroxina Pex11. Como ya se ha comentado en apartados
anteriores, esta peroxina es importante para la proliferacién peroxisomal.
Se ha visto que deleciones en los genes MDM10, 12 y 34, varian la
localizacion de Pex11l. Ademads, existe una interaccidon entre Pex1l y
Mdm34 que permiten establecer el contacto entre mitocondria y reticulo
endoplasmatico a través de este complejo. Se ha propuesto, por lo tanto,
que los componentes citosdlicos y mitocondriales del complejo ERMES
establecen una interaccién directa entre peroxisomas y mitocondria a

través de Pex11 (Mattiazzi Usaj et al., 2015).

(40,
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Figura 11. Complejo ERMES. El complejo ERMES permite la conexion entre el
reticulo endoplasmatico (ER) y la mitocondria. Estd compuesto por la glicoproteina de
reticulo Mmm1, la proteina citosdlica Mdm12 y dos proteinas de la membrana
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mitocondrial externa (OMM), Mdm10 y Mdm34. Este complejo permite el transporte de
fosfolipidos a la mitocondria, entre otras posibles funciones. (Imagen modificada de Lang
et al,, 2015).

4. Relacion de los esfingolipidos con el estrés celular y
osmotico.

Los esfingolipidos se han visto implicados en la protecciéon de las
células frente a distintos tipos de estrés, entre los que se encuentran el

estrés térmico, el estrés osmotico y el estrés oxidativo.

En primer lugar, se ha determinado que la inhibicidn de la biosintesis
de ergosterol, induce la activacién de la ruta HOG. Las vias de activacion
de la ruta HOG parece ser que se localizan en membranas ricas en rafts
lipidicos y su activacidon se produce, principalmente por la ausencia de
esfingolipidos complejos y no tanto por la acumulacién de intermediarios
biosintéticos de esfingolipidos. Esta activacidn, al igual que ocurre por
estrés osmatico, tiene lugar via SInl y via Shol. Sin embargo, afecta a
estos componentes de distinta manera. Cambios en las propiedades fisicas
y estructurales de los rafts lipidicos podria influir en la deteccion del estrés
osmético en levadura. A pesar de ello, todavia es necesario ampliar la

investigacion en este campo (Tanigawa et al., 2012).

Una conexidn entre estrés osmatico y esfingolipidos es que el estrés
salino lleva a una disminucién de esfingolipidos por activar su degradacion
y/o inactivar su biosintesis. Esto se observd gracias a la induccidn
transcripcional en levadura de algunos pasos de la degradacion de
esfingolipidos comentada anteriormente, por estrés salino (NaCl). Los
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genes que desplazaban la ruta hacia la degradacion de esfingolipidos se
encontraban activados, mientras que los genes que desplazaban la ruta
hacia la biosintesis de esfingolipidos complejos, se encontraban
reprimidos. En la figura 12 se muestra un esquema de los genes activados
(en verde) y reprimidos (en rojo) en respuesta a estrés salino (Ni et al.,

2009).
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Figura 12. Regulacidon transcripcional de la biosintesis y degradacion de
esfingolipidos en respuesta a estrés por NaCl. Se muestra la ruta de degradacién de la
dihidroesfingosina y de la formacion de esfingolipidos complejos, en levadura. Se
muestran en verde los genes que tienen una regulacion positiva: LCB4, LCB5, DPL1, HFD1,
FAA1, YDC1 e YPC1, y que por tanto se activan en respuesta a estrés salino. Y en rojo se
muestran los genes que tienen una regulacion negativa: LCB2, TSC10, LCB3, FAA4, SUR2,
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LAG1 y AUR1 y que se reprimen en respuesta a dicho estrés. (Figura con datos adaptados
de Ni et al., 2009).

A pesar de estas evidencias, la disminucion de esfingolipidos por
estrés osmotico se desconoce, pero si se ha visto con ergosterol. La
disminucion de este compuesto es un determinante importante en la

adaptacion a estrés osmoético (Montanes et al., 2011).

5. Hexadecenal y apoptosis.

Se conocen tres tipos de muerte celular, la apoptosis (también
conocida como muerte celular de tipo 1), la autofagia (tipo Il) y la necrosis
(tipo Ill) (Kroemer et al., 2007). La mas estudiada en el presente trabajo es
la apoptosis, que se caracteriza por la formacién de ampollas en la
membrana a la vez que se encoge la célula y se condensa la cromatina

(Kerr et al., 1972).

La apoptosis puede ser activada a través de receptores apoptoticos o via
mitocondrial. Esta ultima via, también conocida como la ruta intrinseca, es
la apoptosis mas comun que tiene lugar en vertebrados. Esta activacion de
la apoptosis se muestra en la figura 13. Se activa en respuesta a diferentes
estreses celulares, entre los que se incluyen el dafio al ADN, la privacién de
factores de crecimiento o el estrés de reticulo endoplasmatico. Y concluye
con la activacion de las caspasas efectoras que se activan mediante corte
por la caspasa-9, activada a su vez por el apoptosoma como se explicara a

continuacion (Bratton and Salvesen, 2010).
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ESTIMULO
Dano al ADN
Privacion de factores de crecimiento
Estrés de reticulo endoplasmatico

'

/—\ Membrana mit. externa
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de la familia Bcl-2

\
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Omi/HtrA2 @ ® APAF1
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.

APOPTOSIS

Figura 13. Apoptosis activada via mitocondrial en mamiferos. En respuesta a
diferentes estreses celulares, miembros de la familia Bcl2 proapoptdtica induce la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa (MOMP: “mitochondrial outer
membrane permeabilization”), permitiendo la liberacion al citosol de factores
propapoptoticos del espacio intermembrana mitocondrial (incluyendo citocromo ¢, Smac
y Omi). En el citosol, el citocromo c se une a APAF1 y permite su oligomerizacién. Esta
plataforma recluta a la caspasa-9 y la activa, formando el conocido apoptosoma. La
caspasa-9 cataliticamente activa, corta y activa las caspasas efectoras -3 y -7. Omi y Smac,
en el citosol, se encargan de inhibibir el inhibidor de caspasas (XIAP: “X-linked Inhibitor of
Apoptosis”), permitiendo una mayor activacién de caspasas por el apoptosoma. (Figura
modificada de Fabien Llambi, 2015).
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En células sanas, el citocromo c sélo se encuentra en el espacio
intermembrana mitocondrial. Tras un estimulo apoptdético, se produce la
permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial, tal y como se
muestra en la figura 13, permitiendo la salida del citocromo c y su
interaccion con APAF1 (Tait and Green, 2013). Esta permeabilizacién
permite ademas, la salida de otros factores del espacio intermembrana al
citosol, como son Smac (también conocida como Diablo) y Omi (también
conocida como HtrA2). Estos factores son antagonistas de los inhibidores

de caspasas, potenciando la apoptosis (Eckelman et al., 2006).

La permeabilizaciéon de la membrana externa mitocondrial (MOMP)
es un evento regulado por miembros de la familia Bcl2, que comparten
uno o mas dominios BH homdlogos. Se conocen tres clases de proteinas
Bcl2: las proapoptodticas efectoras Bax y Bak, que son necesarias para la
permeabilizacion; las proteinas antiapoptdticas Bcl2 (Bcl2, Bcl-xL y Mcl1),
gue bloguean esta permeabilizacién; y las proteinas de un uUnico dominio
BH3 (Bid, Bim, Bad y Noxa), que activan a los proapoptéticos efectores y/o

neutralizan las proteinas antiapoptéticas Bcl2 (Chipuk et al., 2010).

Bax y Bak son las responsables directas de la pérdida de la integridad
de la membrana mitocondrial externa. Tras su activacién, forman
oligdmeros que se insertan en la membrana y provocan su disrupcion tal y
como se muestra en la figura 14 (Dewson and Kluck, 2009). Al menos una
de estas dos proteinas se requiere para producir esta permeabilizacidn, ya

gue tienen funcion redundante.
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BAX
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Figura 14. Induccion de la permeabilizacion de la membrana mitocondrial
externa por Bax y Bak. Los efectores propapoptéticos residen en las células de una forma
inactiva, unidas a la membrana mitochondrial externa (Bak) o de forma soluble en el
citosol (Bax). Tras su activacion, Bax y Bak oligomerizan y se insertan en la membrana,
provocando su permeabilizacion (MOMP) y como consecuencia la apoptosis. (Figura
adaptada de Fabien Llambi, 2015).

La levadura S. cerevisiae no posee homodlogos obvios de las proteinas
apoptéticas de mamifero comentadas, por lo que es un buen sistema
modelo para estudiar la funcién de estas proteinas en relacién con la
apoptosis regulada a través de la mitocondria (Priault et al., 2003). En
levadura, el citocromo c presente en el citosol no produce la misma
activacion de las caspasas que tiene lugar en mamiferos (Priault et al.,
1999). La liberacién de los factores mitocondriales produce la activacion
de una serie de proteasas, entre las que se encuentra la caspasa Ycal
(Madeo et al., 2004). Pero también existe una ruta alternativa que implica
la activacion de la proteina Uth1, presente en la membrana mitocondrial
externa y relacionada con procesos de autofagia en levadura (Camougrand

et al., 2003).

53



Introduccion

En levadura, la proteina Ybh3 es la que actia de forma similar a Bax
de mamiferos. Esta proteina muestra una localizacién vacuolar en
condiciones normales. Sin embargo, se ha visto que ante un estimulo
apoptoético, se transloca de la vacuola al citosol, colocaliza con la
mitocondria y contribuye a la muerte celular inducida por acido acético
(Buttner et al., 2011). Pero Ybh3 también se ha descrito con una funcion

anti-apoptética (Cebulski et al., 2011).

Los esfingolipidos, no son sélo elementos estructurales de las
membranas celulares, sino que ademas son moléculas de sefalizacion
esenciales. Se ha propuesto que el metabolismo de esfingolipidos regula la
apoptosis, pero realmente no se sabe el nexo de union entre éstos y la
familia de proteinas Bcl2 (Hannun and Obeid, 2008). Cuando se aplica a las
células ceramidas exdgenas, se promueve la apoptosis (Obeid et al., 1993).
Y como se ha comentado en apartados anteriores la ceramida es un
precursor de la esfingosina-1-fosfato y del hexadecenal, que parece ser
gue también intervienen en la permeabilizaciéon de la membrana externa
mitocondrial por facilitar la activacion de Bax y Bak. La mitocondria,
ademas, podria estar regulando la composicién de esfingolipidos a través

de esta ruta comentada (Chipuk et al., 2012).

El hexadecenal es un aldehido de especial interés en este trabajo,
como ya se ha comentado, y se ha relacionado con la apoptosis. Existen
pocos estudios sobre esta relacién, pero se ha establecido que el
hexadecenal se asocia fisicamente a Bax de forma especifica e induce

MOMP en mitocondrias de mamiferos in vitro (Chipuk et al., 2012).
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Ademas, se ha visto que la quinasa JNK regula la apoptosis mediada por
hexadecenal (Kumar et al., 2011). Por lo tanto es importante descifrar la
funcién de intermediarios del metabolismo de esfingolipidos in vivo, su
posible regulacidon por estrés y su impacto en la muerte celular inducida.
Este objetivo de investigacién se ha realizado en esta tesis utilizando el

modelo de levadura.
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Objetivos

Para estudiar la regulacién de la actividad peroxisomal y el
metabolismo de esfingolipidos, asi como su adaptacion a estrés, se

proponen cuatro objetivos especificos:

o) Determinar la funcién de los peroxisomas en la adaptacion a

estrés salino.

o) Caracterizar los mecanismos moleculares de la regulacién

de la actividad y biogénesis peroxisomal por estrés salino.

o Determinar la funcién y regulacion del metabolismo de

esfingolipidos en la respuesta a estrés.

o Caracterizar la regulacién de la funcién mitocondrial y

muerte celular por intermediarios del metabolismo de esfingolipidos.
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Materiales y métodos

1. Cepas y condiciones de cultivo de bacterias.

En el presente trabajo se empleé la cepa de E. coli DH5a
(FF@©80dlacZAM15 A(lacZYA-argF) deoRrecAl endAl hsdR17(rK:mK*)phoA
supE44 A1 thil) para la propagacion y aislamiento de plasmidos. Y para el
cultivo y la manipulacién de las bacterias se siguieron los métodos

estandar (Sambrook and Russell, 2006).

El medio de cultivo empleado para el crecimiento de estas bacterias
fue el LB (Luria Bertani) solido o liquido, compuesto por 0,5% de extracto
de levadura, 1% de triptona y 1% de cloruro sddico. Para la seleccidon de
plasmidos se suplementd con kanamicina (100 pg/ml) o ampicilina (50
ug/ml), seglin se requeria. Las condiciones de cultivo de las bacterias

fueron a 372 Cy en agitacién en caso del medio liquido (180 — 200 rpm).

2. Cepas y condiciones de cultivo de levadura.

Las cepas de la levadura Saccharomyces cerevisiae que se utilizaron

para realizar el presente trabajo se muestran en la tabla 2.
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Cepa Genotipo Procedencia
BY4741 MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0 EUROSCARF
BY4741 pex3 BY4741 pex3::KanMX4 EUROSCARF
BY4741 pex19 BY4741 pex19::KanMX4 EUROSCARF
BY4741 pox1 BY4741 poxI1::KanMX4 EUROSCARF
BY4741 fox2 BY4741 fox2::KanMX4 EUROSCARF
BY4741 ecil BY4741 ecil::KanMX4 EUROSCARF
BY4741 hog1 BY4741 hogl::KanMX4 EUROSCARF
BY4741 oaf1 BY4741 oaf1::KanMX4 EUROSCARF
BY4741 adr1 BY4741 adrl:KanMX4 EUROSCARF
BY4741 rig1 BY4741 rtgl::KanMX4 EUROSCARF
BY4741 crcl BY4741 crcl::KanMX4 EUROSCARF
BY4741 mpcil BY4741 mpcl::KanMX4 EUROSCARF
BY4741 faal BY4741 faal::KanMX4 EUROSCARF
BY4741 faa4 BY4741 faa4::KanMX4 EUROSCARF
BY4741 fzo1 BY4741 fzol:KanMX4 EUROSCARF
BY4741 hfd1 BY4741 hfd1::KanMX4 EUROSCARF
BY4741 dpl1 BY4741 dpl1:KanMX4 EUROSCARF
BY4741 fis1 BY4741 fis1::KanMX4 EUROSCARF
BY4741 dnm1 BY4741 dnm1::KanMX4 EUROSCARF
BYA4741 ybh3 BY4741 ybh3::KanMX4 EUROSCARF
BY4741 mdm12 BY4741 mdm12::KanMX4 EUROSCARF
BY4741 mdm10 BY4741 mdm10::KanMX4 EUROSCARF
BY4741 vps1 BY4741 vps1:KanMX4 EUROSCARF
BY4741 rig2 BY4741 rtg2::KanMX4 EUROSCARF
BY4741 ADR1-HA BY4741 ADRI-3xHA::KAN MX Este estudio
hog1 ADR1-HA BY4741 ADR1-3xHA::KAN loxp hog1::KAN MX Este estudio
BY4742 GFP+-PTS1 BY4742 canl::GFP*-PT51 E. Hettema

BY4742 GFP*-PTS1
Faal—dsRed
BY4741 GFP-PTS1
BY4741 Faal-dsRed
hog1 GFP-PTS1
rtg1 GFP-PTS1
rtg2 GFP-PTS1
fis1 GFP-PTS1
dnm1 GFP-PTS1
vps1 GFP-PTS1
BY4741 GFP-PTS,
Omi4-dsRed
BY4741 GST-Hogl
ADR1-TAP, GST
ADR1-TAP,
GST-Hogl
BY4741
Om14-dsRed
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BY4742 canl::GFP* -PTS1con el plasmido pAG423-GPD-FAA1-dsRed
(HIS3)
BY4741 con el plasmido pTPI11-GFP-PTS1 (URA3)

BY4741 con el plasmido pAG423-GPD-FAA1-dsRed (HIS3)
BY4741 hog1::KAN con el plasmido pTPI1-GFP-PTS1 (URA3)
BY4741 rtg1::KAN con el plasmido pTPI1-GFP-PTS1 (URA3)
BY4741 rtg2::KAN con el plasmido pTPI1-GFP-PTS1(URA3)
BY4741 fis1::KAN con el pldsmido pTPI1-GFP-PTS1(URA3)
BY4741 dnm1::KAN con el plasmido pTPI1-GFP-PTS1 (URA3)
BY4741 vps1::KAN con el pldsmido pTPI1-GFP-PTS1(URA3)

BY4741 con el plasmido pTPI1-GFP-PTS1 (URA3) y pAG423-GPD-OM14-
dsRed (HIS3)
BY4741 con el plasmido pRS426TEGIHOGL (URA3)
BY4741 ADRI-TAP-HIS3 con el plasmido pRS426TEG (URA3)

BY4741 ADR1-TAP-HIS3con el plasmido pRS426TEGIHOGI (URA3)

BY4741 con el pldsmido pAG415-GPD-OM14-dsRed (LEU2)

Este estudio

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio

Este estudio

Este estudio
Este estudio

Este estudio

Este estudio
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BY4741 con el plasmido pAG426-GPD-HFD1-GFP (URA3)

Este estudio

BY4741 Dpl1-HA BY4741 con el plasmido pAG426-GAL1-DPL1-HA (URA3) Este estudio
BY4741 ccdB-HA BY4741 con el pldsmido pAG426-GAL1-ccdB-HA (URA3) Este estudio
hfd1Dpl1-HA BY4741 con el pldsmido pAG426-GAL1-DPL1-HA (URA3) Este estudio
hfd1 ccdB-HA BY4741 con el pldsmido pAG426-GAL1-ccdB-HA (URA3) Este estudio
BY4741 pVT100U BY4741 con el plasmido pVT100U-mtGFP (URA3) Este estudio
fis1 pvT100U BY4741 fis1::KAN con el plasmido pVT100U-mtGFP (URA3) Este estudio
dnm1 pVT100U BY4741 dnm1::KAN con el plasmido pVT100U-mtGFP (URA3) Este estudio
hfd1 pvT100U BY4741 hfd1::KAN con el plasmido pVT100U-mtGFP (URA3) Este estudio
BY4741 BAX BY4741 con el plasmido pCM189-Bax tet-off-Bax-c-myc (URA3) Este estudio
hfd1BAX BY4741 hfd1::KAN con el plasmido pCM189-Bax tet-off-Bax-c-myc(URA3)  Esteestudio
dpl1 BAX BY4741 dpl1::KAN con el plasmido pCM189-Bax tet-off-Bax-c-myc(URA3)  Este estudio
hog1 BAX BY4741 hog1::KAN con el plasmido pCM189-Bax tet-off-Bax-c-myc(URA3)  Esteestudio
BY4741 BAX vacio BY4741 con el plasmido pCM189-tet-off (URA3) Este estudio
hfd1 BAX vacio BY4741 hfd1::KAN con el plasmido pCM189-tet-off(URA3) Este estudio
dpl1 BAX vacio BY4741 dpl1::KAN con el plasmido pCM189-tet-off(URA3) Este estudio
hog1 BAX vacio BY4741 hogl::KAN con el plasmido pCM189-tet-off{URA3) Este estudio
BY4741 Ybh3-GFP BY4741 con el plasmido Pug36-EGFP-YBH3 (URA3) Este estudio

BY4741 Hfd1-GFP,
Mmm1-mCherry

BY4741 con el plasmido pAG426-GPD-HFD1-GFP (URA3) y pAG413-GALI-
MMM1-mCherry (HIS3)

Este estudio

mmm1 Hfd1-GFP BY4741 mmm1::KAN con el plasmido pAG426-GPD-HFD1-GFP (URA3) Este estudio
mdm10 Hfd1-GFP BY4741 mdm10::KAN con el plasmido pAG426-GPD-HFD1-GFP (URA3) Este estudio
mdm1i2 Hfd1-GFP BY4741 mdm12::KAN con el pldsmido pAG426-GPD-HFD1-GFP (URA3) Este estudio

Tabla 2. Cepas de S. cerevisiae utilizadas en el presente trabajo.

Las células de levadura se cultivaron segun métodos estandar (Holz

et al., 2003). Las condiciones de cultivo de estas fueron a 282 C y en los
casos de cultivos liquidos en agitaciéon a 200 rpm. Los medios principales
utilizados fueron el medio rico (YPD) o el medio minimo (SD). El medio YPD
(Yeast extract — Peptone — Dextrose) estd compuesto por un 2% de glucosa
(dextrosa), un 2% de peptona bacteriolégica y un 1% de extracto de
levadura. Se suplementé con geneticina G418 (200 pg/ml) para la
seleccion de mutantes de delecion que contenian el marcador de
resistencia a kanamicina. Y el medio SD (Synthetic Dextrose) esta
compuesto por un 2% de glucosa, un 0,7% de yeast nitrogen base y 50 mM

de acido succinico a pH 5,5 (ajustado con Tris). Este medio se utilizo para la
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seleccion de cepas mediante auxotrofias, por lo que se suplementé con los
aminoacidos o bases nitrogenadas necesarios: uracilo (30 pug/ml), histidina
(100 pg/ml), leucina (100 pg/ml), lisina (36 pg/ml) y metionina (100

ug/mil), esterilizados por filtracion.

Para los medios solidos se afiadidé un 2% de agar bacteriolédgico. En
los casos en que la fuente de carbono era diferente a la glucosa, se
reemplazé por 2% de galactosa, 3% de glicerol, 3% de etanol, o el

porcentaje requerido en cada experimento y segun la fuente de carbono.

3. Cebadores utilizados en el presente trabajo.

Se emplearon los cebadores mostrados en la tabla suplementaria 1.
Se encuentran indicados los cebadores utilizados para las RT-PCR y para
los ensayos de ChlIP, asi como para las distintas construcciones realizadas

en el presente trabajo.

4. Plasmidos utilizados.

Los plasmidos que se muestran en la tabla 3, fueron los utilizados
para realizar las diferentes construcciones genéticas tanto en bacteria

como en levadura.
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Plasmidos Caracteristicas Procedencia
puUG27 loxP-his5+(S. pombe) Guldener, U. et al. (2002)
pUGHE AmpR, loxp-KANMX-loxp Guldener, U. et al. (1996)

pRS426TEGIHOG1 promotor TEV, GST-Hogl, URA3, 2 micron Francesc Posas

PRS426TEG (plasmidovacio)
pAG423-GPD-ccdB-HA
pAG423-GPD-FAAL-dsRed
pDONR™'221
PAG413-GALI-MMM1-mCherry
pTPI11-GFP-PTS1
pAG423-GPD-OM14-dsRed
pAG415-GPD-OM14-dsRed
pAG426-GPD-HFD1-GFP
PAG426-GAL1-DPL1I-HA
pPAG426-GAL1-ccdB-HA
pVT100U-mtGFP
pCM189 tet-off (plasmidovacio)
pCM189-Bax tet-off-Bax-c-myc
pUG36 EGFP-YBH3
PUGH3HA

promotor TEV, GST, URA3, 2 micron

GPD-HA plasmido Gateway, 2 micron, HiS3, 2 micron,

HIS3, 2 micron, fusion Faal-dsRed
KanR2, plasmido donor Gateway
CEN, HIS3, fusion Mmm1-mCherry
AmpR, URA3, fusion GFP-PTS1
2 micron, HiS3, fusion Om14-dsRed
CEN, LEU2, fusion Om14-dsRed
2 micron, URA3, fusion Hfd1-GFP
2 micron, URA3, fusion Dpl1-HA, gal inducible
2 micron, URA3, GAL1-HA plasmido Gateway
AmpR, 2 micron, URA3
AmpR, CEN, URA3
AmpR, CEN, URA3
CEN, URA3
AmpR, 3XHA-loxp-KANMX-loxp

Francesc Posas
Alberti, S. et al (2007)
Este trabajo
Invitrogen
William Prinz
Ewald Hettema
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Alberti, S. et al (2007)
Benedikt Westermann
Stephen Manon
Stephen Manon
Frank Madeo
De Antoni y Gallwitz (2000)

Tabla 3. Plasmidos utilizados en el presente trabajo. Se muestra en la tabla los
plasmidos utilizados, con sus caracteristicas y su procedencia. (Alberti et al., 2007);
(Guldener et al., 2002); (Guldener et al., 1996); (De Antoni and Gallwitz, 2000).

5. Ensayos de sensibilidad

5.1. Comparacion cuantitativa del crecimiento en medio liquido de
cepas de levadura (BIOSCREEN).

Este ensayo se basa en la comparacién de las curvas de crecimiento

de diferentes cepas de levadura. Se utilizé la densidad dptica (OD) de los

cultivos de levadura para cuantificar el crecimiento de las diferentes cepas

en medio liquido durante un periodo de tiempo determinado (Burke D. et

al., 2000). La OD 1 equivale a 1 mg de peso fresco de levadura en 1 ml de

cultivo. En todos los casos se partido de cultivos saturados, diluidos 100

veces en los diferentes medios con las condiciones de estrés requeridas en
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cada caso. Los cultivos se crecieron por triplicado en microplacas de 100
pocillos. Y se utilizé como control negativo, los diferentes medios con los
estreses utilizados en ausencia de células, y asi descartar la existencia de

contaminaciones.

Con ayuda de la estacién microbioldgica Bioscreen C (Thermo
Labsystems) se midi6 la densidad dptica de los cultivos, utilizando un filtro
de banda ancha (420 — 580 nm) para reducir la contribucién del medio a la
lectura de la absorbancia. Las medidas de OD se realizaron cada 30
minutos durante 48 horas y ademas con una agitacién previa a cada
lectura de 30 segundos. La temperatura de crecimiento fue constante a

282 C.

Los datos obtenidos se analizaron mediante el programa Excel y se
realizé un ajuste para corregir la pérdida de linealidad de la lectura de
absorbancia con respecto a la concentracién de células a partir de ciertos
valores (Warringer and Blomberg, 2003). Se realizé la media de cada uno
de los triplicados y se corrigieron las medidas del siguiente modo, para

obtener la curva de crecimiento tipica sigmoidal:

ODcorregida = ODmedida + 0,449 * (ODmedida)2 + 0,19 * (ODmedida)3

5.2. Ensayo de sensibilidad en medio sélido (goteos).

Los ensayos de crecimiento en medio sélido se realizaron para
comparar el crecimiento en placa de diferentes cepas de levadura. Esta
técnica se denomina de goteos o droptest. Se partid de cultivos saturados
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de las cepas en estudio en medio liquido, los cuales se utilizaron para
realizar diluciones seriadas (1:10, 1:100 y 1:1000) de cada una de ellas.
Estas diluciones se colocaron en placas de 96 pocillos y con ayuda de un
replicador manual (Sigma), se transfirieron aproximadamente 3 pl de cada
dilucion a placas de medio sdlido con las condiciones de cultivo de interés.
Las placas se incubaron durante aproximadamente 48 horas a 282C. En el
analisis se tuvo en cuenta el didmetro de la colonia y la mayor dilucién a la

gue se observaba el crecimiento.

6. Analisis de expresion mediante RT-PCR.
6.1. Cinéticas de tratamiento con estrés.

Para realizar un analisis de la expresién génica en diferentes cepas
de levadura, el primer fue la obtencidn de las muestras a partir de las
cuales realizar la extraccion del ARNm. Para ello, las cepas que se quisieron
estudiar se crecieron en matraces con 100 ml de medio liquido y con la
fuente de carbono deseada, en agitacidn a 282C y hasta fase exponencial.
A los diferentes cultivos se les aplico el estrés deseado en cada caso y se
tomaron muestras de 10 ml a diferentes tiempos del tratamiento en
agitacion con el estrés. Cada una de las alicuotas de 10 ml se lavaron con

agua Milli Q y se almacenaron a -20°C.
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6.2. Purificacion del ARN por el método del fenol acido.

Para extraer el ARN total de las células, se partid de los pellets
obtenidos en las cinéticas de tratamiento y se resuspendieron en 400 pl de
tampén TES (10 mM Tris/HCl pH 7,5; 10 mM EDTA y 0,5% SDS). Estos se
mezclaron con 400 ul de fenol acido (pH 4) con ayuda del vortex. La
mezcla se incubd a 652C durante 45 minutos e inmediatamente en hielo
durante 5 minutos. Para separar el ARN del fenol, se centrifugaron las
muestras durante 1 minuto a 10.000 rpm. La fase acuosa se transfirié a un
nuevo tubo y se repitié de nuevo la extraccion con 400 pl de fenol acido.
La nueva fase acuosa se volvid a transferir a un nuevo tubo y se afladieron
40 pl de acetato de sodio 3M a pH 5 y 2,5 volimenes de etanol. A
continuaciéon se centrifugaron las muestras de nuevo a 14.000 rpm
durante 10 minutos y se lavd el pellet con etanol al 70%. Se secaron bien

las muestras y se resuspendieron en 100 ul de agua Milli Q.

6.3. Cuantificacion del ARN.

El contenido de ARN presente en cada una de las muestras, se midio
con el espectofotémetro NanoDrop 3.0. La base de estos métodos se
encuentra en la Ley de Lambert — Beer, la cual indica que la absorbancia
de una molécula es proporcional a su concentraciéon a una determinada
longitud de onda. En este caso se cuantifico el ARN total presente, el cual
presenta un mdaximo de absorciéon a 260 nm. Mediante NanoDrop se

obtuvo directamente una medida de la concentracion del ARN presente.
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Se ajustaron las concentraciones de ARN de todas las muestras, para

igualarlas y asi tener la misma cantidad de ARN total.

6.4. Comprobacion de la calidad del ARN en gel de agarosa.

Para comprobar la calidad del ARN se utilizé un gel de agarosa con
formaldehido, para romper la estructura secundaria de las moléculas de
ARN. El gel se prepard con un 1% de agarosa en tampén MAE 1X: 20 mM
de MOPS pH 7; 5 mM de acetato de sodio y 1 mM de EDTA. Y se le anadié
6 ml de formaldehido al 37%. El tampdn de electroforesis se prepard con
con 100 ml de tampdén MAE 10X y 30 ml de formaldehido al 37%, en un
volumen final de 1 L. El tampdn de carga para las muestras es prepard con
2,2 ml de formamida, 0,8 ml de formaldehido, 0,5 ml de tampdn MAE 10X,
0,4 ml de glicerol al 80% y 0,1 ml de azul de bromofenol al 2%. Se mezclé
10 ul de muestra con 40 pl de tampdn de carga y 2 ul de Bromuro de
Etidio al 0,1%. Y tras calentar la mezcla a 562C durante 10 minutos se
corrieron en el gel a 150 V durante 2-3 horas, para poder apreciar los ARN
ribosémicos a 3,5 y 1,8 Kb. Si se observa smear abundante y bandas

difusas indica que el ARN se encuentra degradado.

6.5. Sintesis de ADNc con transcriptasa reversa.

Antes de realizar la transcripcidn reversa, se eliminé el posible ADN
residual de la muestra mediante la enzima DNasa | Amplification Grade (1
U/ul). Se incubaron 50 pug de ARN total con 2 pl de enzima, 10 pl de

tampoén 10X y 1 ul de inhibidor de ribonucleasas (RNase Out, Invitrogen),
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afiadiendo agua hasta un volumen de 100 pl. Esta incubacion se realizé a
372C durante 30 minutos. Mediante el RNeasy Mini Kit (Qiagen), se

purificd y concentré el ARN.

Para realizar la transcripcién reversa (RT) del ARN obtenido en la fase
anterior, se utilizé el kit Superscript Il First-Strand Synthesis System. Se
prepararon las muestras por duplicado, para tener un control “no RT” de
cada una (sin enzima). Se mezclaron 5 ug de muestra de ARN purificado
con 1 ul de 50 uM de cebador oligo (dT)2o, 1ul de 10 mM de mezcla de
dNTPs y agua Milli Q, hasta un volumen de 10 pl. Estas muestras se
incubaron 5 minutos a 652C para desnaturalizar el ARN y a continuacion se
pusieron en hielo durante al menos 1 minuto, para asi permitir la unién de

los cebadores a las colas poli-A del ARN mensajero.

A cada una de las muestras se les adiciond en el siguiente orden: 2 pl
de tampdn RT 10X, 4 pl de 25 mM de MgCl, 2 pl de 0,1 M de DTT, 1 pl de
RNase Out 40 U/ul y 1 pl de SuperScriptlll RT 200 U/ul. Este ultimo
componente se sustituyd por agua en el caso de los controles “no RT”. Se
incubaron las muestras a 50°C durante 50 minutos y se terminé la
reaccion mediante una incubacién de 5 minutos a 852C. Tras esta
incubacidén se pusieron inmediatamente en hielo y se afiadié 1 pl de RNasa

H, dejandola actuar durante 20 minutos a 379C.

Tras los 20 minutos de incubacion el ADNc ya estaba preparado. Se
afadieron 90 ul de agua MQ vy se guardaron las muestras a -202C hasta su

uso para el analisis de PCR cuantitativa a tiempo real.

72



Materiales y métodos

6.6. PCR cuantitativa a tiempo real.

Para estudiar los niveles transcripcionales de los genes de interés, se
utilizd la PCR cuantitativa a tiempo real mediante Fast EVA Green™ qPCR
Master Mix (Biotium). Esta técnica se basa en la amplificacion de los genes
de interés para determinar su abundancia en las diferentes condiciones de
estrés aplicadas inicialmente. Los genes que necesiten un menor nimero
de ciclos de amplificacién para llegar a una determinada cantidad de
producto de PCR seran aquellos mas abundantes y por tanto con una
expresion superior al resto. Mediante el EVA Green comentado, esto se
puede detectar ya que este compuesto emite fluorescencia cuando se

incorpora al producto de PCR durante su sintesis.

Las reacciones de PCR contenian 2 pl de ADNc molde (incluyendo las
muestras “no RT”), 3 ul de 3,3 uM de una solucién de los cebadores
necesarios en cada caso (mostrados en la tabla suplementaria 1) y 5 pul de
Master Mix con el fluoréforo de referencia: 5(6)-carboxi-X-rodamina

(ROX™, Biotium) diluido a 0,1 mM en DMSO.

Cada reaccidn de PCR se realizd por triplicado en placas dpticas de
96 pocillos (Applied Biosystems) y la deteccidn se llevd a cabo mediante un
detector de secuencias 7500 Fast Applied Biosystems. El gen de referencia
utilizado fue ACT1, ya que se trata de un gen enddgeno que no estd
regulado en las condiciones de estrés aqui aplicadas. Las condiciones de
amplificacién que se utilizaron fueron: desnaturalizacién inicial a 959C
durante 2 minutos, 40 ciclos de 5 segundos a 952C, 5 segundos a 532Cy 30
segundos a 722C (paso en el que se produce la extensién y la recogida de

datos). El programa muestra tanto las curvas de disociaciéon de los
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productos asi como las de amplificacién que nos muestran los Ct o
Threshold Cycle, que es el Ciclo Umbral o nimero de ciclos necesarios para
gue se produzca un aumento de la fluorescencia significativo con respecto
a la sefial base o ruido de fondo. Este ultimo pardmetro es el mas
importante, a partir del cual se realizan todos los calculos analiticos. El
analisis de la expresion génica normalizada frente al gen de referencia
ACT1, se realiz6 mediante la siguiente féormula: 2CHACTI-GEN). Y gracias a que
el programa muestra las curvas de disociacién, se pueden discriminar

productos inespecificos como puede ser la formacidn de “primer dimers”.

7. Cuantificacion del consumo de O..

Para realizar el estudio del consumo de O; de diferentes cepas se
utilizd el electrodo de oxigeno MitoCell S200 Respirometry System with
MT200 Respirometer (Strathkelvin Instruments) y se siguioé el protocolo de

Béve y sus colaboradores (Beve et al., 2005).

En primer lugar, se obtuvieron cultivos de 3 ml saturados de las
cepas de interés y éstos se diluyeron a una ODego de 0,15 en el medio de
interés para obtener una ODeso final de 0,6-1,2. Se midié la OD exacta de
cada uno de ellos, para el analisis posterior de los resultados. La
suspension celular en cada caso se lavé una primera vez con agua MQ vy
posteriormente con 40 mM de NaPOs a pH 7,4. Justo en el momento
previo a cada medida se resuspendieron las células en 2 ml de 40 mM de

NaPOs a pH 7,4 suplementado con 1% de glucosa.
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Para realizar las medidas del consumo de O; de cada una de las
cepas fue necesario en primer lugar calibrar el electrodo utilizando agua
MQ para valores maximos de O y sulfito sédico (pH > 8) para valores
minimos de O,. A continuacién se cargaron 500 pl de la suspensién celular
con 1% de glucosa en el electrodo. Y el consumo se midié durante 30

minutos para cada una de las cepas.

Para realizar el analisis de datos se empled el software Strathkelvin
782 System, que calcula en pmol/h el consumo de oxigeno en funcion del

volumen celular utilizado.

8. Cuantificacion de la produccion de ROS.

Para cuantificar la produccién de Especies Reactivas de Oxigeno
(ROS) de diferentes cepas, se utilizd el compuesto 2’,7’-dicloro-dihidro-
fluoresceina diacetato (H,DCF-DA, Sigma). La base de este ensayo consiste
en que este compuesto es permeable a la célula y no es fluorescente en
estado reducido, pero al eliminarse sus grupos acetato por accion de las
diesterasas sélo en células vivas y oxidarse al reaccionar con las ROS
presentes, se convierte en 2’,7'-diclorofluoresceina, que es fluorescente y

puede detectarse para realizar la cuantificacion.

Los cultivos de levadura se crecieron hasta una ODgso de 0,6 a 0,8 y
se tomaron muestras de 9 ml de cada cultivo para el tratamiento con
fluoresceina y 9 ml para las muestras sin tratamiento (mock). Previamente
a la recogida de muestras se trataron los cultivos con los estreses de

interés. A las muestras de tratamiento con fluoresceina se les afiadidé 10
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UM de HoDCF-DA y se incubaron 30 minutos en agitacion a 30°C. Las
muestras se dividieron en 3 tubos y tras lavar las células con agua MQ, se
resuspendieron las células en 1 ml de 50 mM de Tris-HCl (a pH 7,5), 10 pl
de cloroformo Y 5 pL de 0,1% de SDS. Se agitaron las muestras con el
vortex durante 30 segundos para romper las células y se centrifugaron 3
minutos a 13.000 rpm. 300 pul del sobrenadante resultante se cargd en una
placa multipocillo negra (Costar) y se midié la fluoresecencia en un lector
de microplacas GLOMAX®-Multi Detection System (Promega), utilizando un
filtro de excitacion de 492 nm y de emisién de 525 nm. Cada medida de
fluorescencia se normalizé con respecto a cada valor obtenido a sus
correspondientes muestras sin tratar con fluoresceina (mock) y frente a la

OD inicial de cada cultivo celular.

9. Técnicas de transferencia genética.
9.1. Preparacion de células de bacteria quimiocompetentes.

Para obtener células de bacterias competentes, para que sean
capaces de incorporar ADN exdgeno del ambiente, se partié de cultivos de
células de E. coli DH5a (Taylor et al., 1993), crecidas en agitacién y a
temperatura ambiente en 200 ml de medio SOB (2% de triptona, 0,5% de
extracto de levadura, 10 mM de NaCl, 3 mM de KCI, 10 mM de MgCl, y 10
mM de MgS04) hasta una OD de 0,4—0,8. Las células se enfriaron en hielo
y se repartieron en tubos Sorvall (Thermo Scientific) estériles. Se
centrifugaron a 5.000 rpm durante 5 minutos a 42C y se descartd el

sobrenadante. Las células se resuspendieron en tampdn TB frio (para 500
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ml: 2,42 g de Pipes, 8 ml de 1 M de CaCl,, 28 ml de 3M de KCI, 20 ml de 1
M de MnCly, y 334 ml de agua MQ estéril). El contenido de todos los tubos
se mezclé en dos tubos Sorvall y se incubaron 10 minutos en hielo. A
continuacion se centrifugaron de nuevo y el contenido de cada tubo se
resuspendié en 4 ml de TB frio. Se mezclaron los contenidos de ambos
tubos en un Unico tubo y se afiadié tampdn TB hasta alcanzar 10 ml. Se
afiadieron 750 pl de DMSO vy se repartieron en alicuotas de 100 pl de
células competentes, las cuales se almacenaron a -802C hasta su posterior
uso. La eficiencia de transformacién se calculdé con el numero de colonias

transformantes / ug ADN.

9.2. Transformacion de bacterias quimiocompetentes.

La transformacién de bacterias por el método quimico se realizd
mediante el método de choque térmico (Hanahan, 1983). Se descongeld
en hielo una alicuota de 100 pl de células competentes de E. coli y se
inoculd 0,1-10 ng de ADN con el que se queria transformar. Las células se
mantuvieron en hielo durante 30 minutos. A continuacion, las células se
sometieron a un choque térmico a 42°C durante 45 segundos vy
rapidamente se pusieron en hielo durante 5 minutos. De esta manera se
produce la entrada del ADN plasmidico al interior de las células. Tras el
choque térmico se afiadid 1 ml de medio LB liquido y se incubé 1 hora a
379C. Por ultimo, se extendieron las células en placas LB con el antibidtico

correspondiente para la correcta seleccion del plasmido.
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9.3. Transformacion de levadura.

La transformacion de levadura se realizd mediante el método del
acetato de litio modificado (Gietz et al., 1995). En primer lugar se
prepararon las células de levadura competentes, para ello se partié de un
cultivo de levadura a una ODeso = 0,7 — 1,2. Y se centrifugaron las células
durante 3 minutos a 3.000 rpm. Se realizé un lavado con agua MQ estéril y
un segundo lavado con LITE 1X (0,1 M de LiAcetate en 1X TE (10 mM
Tris/HCl pH=7,6, 1 mM EDTA)). Posteriormente se resuspendieron las
células en 0,5 ml del mismo tampdn y se incubaron las células 15 minutos

a 309C para hacerlas competentes.

Una vez preparadas las células, para realizar la transformacion se le
afadié a 60 pl de células competentes, 1-10 pg de ADN, 5 uL de ADN
monocatenario de salmén al 0,1% (Gietz and Schiestl, 2007), y 300 pl de
LITE/PEG4000 40% (1V/9V). Se incubd la mezcla 30 minutos a 30°C vy
seguidamente se sometié a choque térmico a 429C durante 20 minutos
exactos, para permitir la entrada del ADN en la célula. Las células se
lavaron con agua MQ estéril y se plaguearon en placas con el medio

selectivo adecuado. Las placas se incubaron a 302C 1-2 dias.

10. Técnicas de manipulacion del ADN.
10.1. Purificacion de ADN gendmico total de levadura.

Para obtener ADN gendmico a partir de cepas de levadura, en primer
lugar se obtuvieron cultivos saturados de 3 ml (crecidos durante toda la

noche) y se lavaron con agua MQ. Se resuspendieron las células en 200 pl
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de tampoén PP (Tris/HCl a 100 mM y a pH 7,5; EDTA a 10 mM; B-
mercaptoetanol (10 pl/ml); lisozima a 0,2 mg/ml). Se incubé 1 hora a 372C
y se anadieron 200 ul de tampodn de lisis, con 0,2 M de NaOH y 1% de SDS.
La mezcla se incubd durante 20 minutos a 652C y se le afiadieron 200 ul de
acetato potasico a 5 M y a pH 5,5. Se centrifugd a maxima velocidad
durante 3 minutos, se precipitd el ADN con isopropanol y se lavd con

etanol al 70%. Por ultimo, se resuspendié en 50 ul de agua MQ.

10.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La PCR o reaccién en cadena de la polimerasa es una reaccion que
permite amplificar un fragmento concreto de ADN. Para reacciones de 50
ul se afiadieron 5 pl de tampdn 10X comercial (Thermo Scientific), 1-4 mM
de MgCly, 1,25-2 U de enzima TrueStart Hot Start Tag DNA Polymerase
(Thermo Scientific), 0,2 mM de dNTPs, 0,1-1 uM de cada uno de los
cebadores, 10 ng de ADN molde y hasta 50 ul de agua libre de nucleasas.
Se utilizaron las siguientes condiciones de amplificacidn: un primer paso
de desnaturalizacion de 1-2 minutos a 959C, 30 ciclos de amplificacidon
(0,5-1 minuto de desnaturalizacion a 95°C, 0,5-1 minuto a una
temperatura de anillamiento que se corresponde con la Tm de los
cebadores -5 y una extensiéon a 722C de 1 minuto por kilobase de

amplicén) y un paso final de extensién de 5-15 minutos a 729C.
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10.3. Manipulacion de fragmentos de ADN.

Una vez obtenidos los fragmentos de interés mediante PCR, la
cuantificacion del ADN obtenido se llevd a cabo mediante el aparato
NanoDrop® ND-1000 Spectophotometer (Thermo Scientific) y su calidad y
tamafio se comprobd en un gel de agarosa al 1%. En los casos en que se
tuvo que purificar fragmentos de ADN de los geles, se utilizo el Geneclean®

Turbo Kit (QBiogene, Inc).

10.4. Digestion de fragmentos de ADN mediante endonucleasas o
enzimas de restriccion.

Mediante las enzimas o endonucleasas de restriccién se pueden
reconocer secuencias especificas en el ADN de doble cadena y asi producir
cortes en regiones especificas gracias a este reconocimiento.
Normalmente, este tipo de enzimas reconoce secuencias palindrémicas, y
dejan como producto de la digestién extremos cohesivos o extremos

romaos.

En las reacciones de digestidn que se realizaron se utilizaronde 2 a 5
pl de fragmento de ADN a digerir, 2 pl de tampdn de digestion 10X
comercial (Fermentas) y 0,5 ul de enzima de restriccion (Fermentas). Se
afadié agua a cada una de las reacciones hasta un volumen final de 20 pl.
Las reacciones se incubaron 1-2 horas a la temperatura éptima de la
enzima, incluso algunos casos se realizaron incubaciones durante toda la
noche. Y los fragmentos obtenidos se comprobaron en un gel de agarosa

al 1%.
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10.5. Purificacion de ADN plasmidico.

La purificacién de ADN plasmidico de bacterias se realizd a partir de
cultivos de 3 ml empleando el kit NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel).
Se siguieron los pasos recomendados por este kit para realizar la

purificacion, los cuales se describen a continuacion:

Para producir la lisis celular se bajaron las células mediante
centrifugacién y se resuspendieron bien en 250 pl de tampdén Al. A
continuacion se afiadieron 250 de tampdn A2 y se incubé minimo durante
5 minutos a temperatura ambiente. Tras la incubacién se aifiadieron 300 pl
de tampdn A3 y se mezcld por inversidon 6-8 veces hasta clarificar el lisado.
Y se centrifugaron las células a 11.000 g 5 minutos. Para producir la union
del ADN a la membrana, se introdujo una columna en un tubo de 2 ml y se
puso en la columna el sobrenadante del paso anterior. Se centrifugé 1
minuto a 11.000 g y se descartd el liquido filtrado. Para el lavado de Ila
membrana se afiadieron 600 pl de tampoén A4 (suplementado con etanol)
y se centrifugd de nuevo. Se volvid a descartar el liquido filtrado y se volvio
a centrifugar durante 2 minutos para secar la membrana y descartar el
tubo de 2 ml. Para producir la elucidn de ADN, se colocé la columna en un
nuevo tubo de 1,5 ml y se afiadieron 50 ul de tampdn de elucidon AE. Se
incubd durante 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugé 1 minuto

a 11.000 g.

Los plasmidos de levadura se obtuvieron mediante el sistema
anterior modificado (Singh and Weil, 2002), en el cual se resuspendieron
las células (cultivos de 3 ml) en 200 ul de tampdn P1 y se aifadieron 100 ul

de solucion lisozima (1,2 M de sorbitol, 0,1 M de NaPOs y 5 mg/ml de
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lisozima). Se incubd la mezcla a 372C durante 30 minutos y se afadieron
300 ul de tampdén P2. De nuevo, se incubd 10 minutos a 22°C y se
afadieron 420 pul de tampdn P3. Se centrifugaron los lisados a 10.000 rpm
durante 10 minutos y se continué el protocolo descrito hasta la elucién en

50 pl de agua MQ.

10.6. Disefno de construcciones de delecidon.

Para la construccién de cepas de delecion se utilizd el plasmido
pUG27 (Guldener et al., 2002). Se amplificé la secuencia HIS3 del pldasmido
anterior, mediante oligonucledtidos disefiados con sitios de
recombinacion homdloga 200 pb aguas arriba y aguas abajo del ORF de
interés (tabla suplementaria 1). Esta construccidon se transformd en
levadura y se seleccionaron las cepas en medio selectivo (-HIS).
Posteriormente, la delecidn se comprobd mediante PCR de ADN
gendmico, con el primer cebador situado en el promotor del gen y el
segundo situado en el ORF HIS3 (tabla suplementaria 1). El producto de
PCR se obtuvo en aquellos casos en que la insercién se producia en el lugar

correcto.

10.7. Construccion de plasmidos mediante el sistema Gateway.

El sistema Gateway ® (Invitrogen) se trata de un método molecular
gue permite transferir fragmentos de ADN entre plasmidos diferentes de
forma que se mantenga la pauta de lectura. (Katzen, 2007). Para este
procedimiento se emplearon secuencias de recombinacién conocidas
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como Gateway att y dos preparados enzimaticos llamados LR Clonase ™'y
BP Clonase™ |I. Este método de clonacion es mas eficiente y rapido que
las técnicas basadas en enzimas de restriccidn y ligasas, sin embargo es

mas caro.

Este sistema se basa en dos reacciones consecutivas de clonacion. La
primera es la reaccion de clonacién BP, que se basa en la subclonacién del
gen de interés en el vector plasmidico pDONR™ 221, para constituir el
clon de entrada. En esta reaccion, la cantidad de producto de PCR que
debe emplearse depende del tamafio del gen correspondiente. A este
producto se le afiadieron 150 ng/ul de vector pDONR, tampdn TE 1X y BP
Clonase™ |I. Se incubé durante 1 hora a 252C y posteriormente se
afiadieron 0,5 ul de proteinasa K (2 mg/ml) y se incubé a 372C durante 10
minutos. De esta manera se consigue catalizar la recombinacién e
insercion de los productos de PCR con las secuencias attB en los sitios de
recombinacién del vector pDONR™ 221 denominadas attP. Una vez
constituido el nuevo plasmido, las secuencias de recombinacién pasan a

Ilamarse attL.

La segunda reaccién es la LR. En la que se pretende transferir el
fragmento genético contenido en el clon de entrada a otro vector
conocido como vector de destino. Este vector contiene secuencias
especificas de recombinacién conocidas como attR, que permiten la
transferencia del fragmento de interés. Para realizar esta reaccion se
mezclaron el plasmido de entrada con el gen de interés (150 ng/ul), con el
vector de destino pAG (150 ng/ul), ademas de tampon TE 1X y LR

Clonase™. Se realiz6 una incubacion de 1 hora a 259C vy tras ella se
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afiadieron 2 mg/ml de proteinasa K. Se incubd de nuevo 10 minutos a

37°C.

Este método concretamente se empled para realizar la construccion
Faal-dsRed. Y se comprobd por restriccion y microscopia confocal tras su
transformacién en levadura. Las construcciones obtenidas se

comprobaron mediante el servicio de secuenciacién del IBMCP.

11. Microscopia confocal.

La microscopia confocal permite realizar secciones o&pticas de
nuestras muestras con marcaje fluorescente y posteriormente realizar una
imagen tridimensional en base a las secciones O&pticas obtenidas. El
fenédmeno de fluorescencia se produce debido a la interaccién de los
electrones con las ultimas capas atdmicas y se caracteriza por producir una
emision de luz practicamente simultdnea a la absorcion. Se puede
aprovechar este fendmeno para visualizar mediante microscopia cualquier
molécula unida a un epitopo fluorescente y asi estudiar su localizacién in
vivo. En el presente trabajo se estudia la localizacion de la proteina Faal
fusionada a dsRed (Aexc 545 y Aem 572) y de las proteinas Hfd1l e Ybh3
fusionadas a GFP (Aexc 488 y Aem 509). La microscopia confocal posee un

Ill

l[dser que permite excitar con la longitud de onda deseada y el “pinhole”
gue se trata de un pequefio diafragma que se localiza delante del detector
para detectar un Unico plano focal. Mediante esta técnica es relativamente
sencillo el estudio de muestras in vivo a lo largo de una secuencia

temporal.
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Para realizar los estudios de microscopia confocal se utilizaron los
microscopios: Zeiss LSM 780 con un objetivo de plano acromdtico 40X
aceite/1,3 de apertura numérica (del Instituto de Biologia Molecular y
Celular de Plantas); y el Leica SP8 con el obvjetivo HCXPL APO CS2 con un
objetivo de plano acromatico de 63X aceite/1,4 de apertura numérica (del

Instituto de Biomedicina de Valencia).

11.1. Conteo del nimero de peroxisomas.

Para realizar el conteo del nimero de peroxisomas se utilizd la
proteina fluorescente GFP como fusién a un péptido de localizaciéon
peroxisomal PTS1 (GFP-PTS1). De esta manera esta construccion en
diferentes cepas permite compararlas en cuanto a numero de
peroxisomas por célula. Para realizar este conteo, por un lado se
obtuvieron cultivos de las cepas de interés a una ODggo aproximadamente
de 1y se trataron con una concentracion de estrés determinada durante 2
y 4 horas, para su posterior visualizacién al microscopio. Por otro lado,
algunos ensayos se realizaron con un tratamiento con estrés overnight a
partir de diluciones de cultivos saturados para conseguir una ODgso de

aproximadamente 1.

Las células se visualizaron en el microscopio confocal en las
condiciones indicadas y utilizando una longitud de onda de excitacion para
la proteina GFP de 488 nm y de emisién de 509 nm. Se concentraron las
células para poder visualizar un mayor nimero de células en un mismo

plano y se visualizaron al microscopio confocal con los obejtivos indicados
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anteriormente. Se visualizaron 50 células por cepa y condicidon y se
realizaron imagenes de cada uno de los planos de cada célula. De esta
manera se pudieron contar todos los puntos de fluorescencia verde
presentes en las 50 células y posteriormente realizar un promedio. Las
imagenes de todos los planos se juntaron para conseguir una Unica imagen

con todos los puntos fluorescentes.

11.2. Visualizacion mitocondrial GFP y Mitotracker.

La morfologia mitocondrial se analizé mediante el plasmido
pVT100U-mtGFP, con el fluoréforo GFP fusionado a una secuencia de
localizacion mitocondrial (mtPreSu9, mt). De esta manera la mitocondria

se encuentra marcada con fluorescencia verde.

Por otro lado, se utilizé otra tincidn de la morfologia mitocondrial in
vivo de determinadas cepas, con MitoTracker® Red CM-H2XROS
(Invitrogen). Se trata de una versién reducida y no fluorescente de
MitoTracker Red (M-7512) que emite fluorescencia tas su oxidacién. Su
nombre sistemdtico segun la IUPAC es: 1H,5H,9H,11H,15H-
Xantheno[2,3,4-ij:5,6,7-i'j'1diquinolizine,9-[4-(chloromethyl)phenyl]-2,3,6,
7,12,13,16,17-octahydro- (Invitrogen), (figura 15). Esta molécula difunde
pasivamente a través de la membrana plasmatica de las células y llega a la
mitocondria, entrando en el interior de la misma gracias a la diferencia de

potencial existente en su membrana interna.
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Figura 15. Estructura quimica de MitoTracker® Red CM-H2XROS (Invitrogen).

Para producir la tincion con MitoTracker®, en primer lugar se
preparé un stock del mismo a una concentracién de 1mM diluido en
DMSO. Se crecieron cultivos de 3 ml de las cepas de levadura en estudio
en las condiciones deseadas, hasta fase exponencial. Se tomd 1 ml de
precultivo correspondiente y se traté con 1 pl de disolucion de
MitoTracker® (1mM). Se incubaron los cultivos tratados durante 2 horas a
282C en agitacion y posteriormente se lavaron las células con agua MQ y
se resuspendieron en 500 pl de medio correspondiente. Las células
obtenidas se encontraban preparadas para la visualizacion de sus

mitocondrias mediante microscopia confocal.

11.3. Tincion de las particulas lipidicas con BODIPY.

Para poder visualizar las particulas lipidicas mediante microscopia
confocal se utilizé el colorante BODIPY® 493/503 (figura 16). Presenta
longitudes de onda de excitacidon y emisidon similares a GFP. Este colorante
es relativamente insensible a la polaridad del disolvente y al cambio de pH.

Ademas tiene propiedades hidrofébicas unicas, lo que lo hace ideal para la
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tincion de lipidos, membranas y otros componentes lipofilicos. Wolinski y
Kohlwein establecieron esta tincién como especifica para las particulas

lipidicas (Wolinski and Kohlwein, 2008).

Figura 16. Estructura quimica de BODIPY® 493/503.

La tincion que se realizd se basé en afiadir 1,2 ul de BODIPY® (1
mg/ml) a 1 ml de cultivo crecido hasta fase exponencial. Se incubaron las
muestras durante 15 minutos a 282C en agitacién y tras esta incubacién se
realizé un lavado con agua MQ. Por ultimo se afiadié medio nuevo a las
muestras. En este momento las muestras estaban preparadas para su
visualizacién mediante microscopia confocal. En definitiva, se pudo
observar la fluorescencia verde correspondiente a la tincién con BODIPY®,

la localizacion intracelular de las particulas lipidicas.
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12. Analisis de proteinas.
12.1. Obtencidn de extractos proteicos totales.

A partir de células de levadura, la obtencidn de extractos proteicos
totales se realiz6 mediante el método de hervido en tampoén Laemmli. La
composicion del tampdn Laemmli 5X es de 0,3 M de Tris/HCl pH 6,8, 7,5%
de SDS, 0,1 M de DTT, 10 mM de EDTA, 30% de sacarosa y 0,25 mg/ml de
azul de bromofenol. Las células se crecieron a una ODeso de 0,8-1,2 y se
tomaron 10 ml de cultivo. Las células se centrifugaron 5 minutos a 3.000
rpm y se lavaron con agua fria. Por ultimo, se afiadieron 150 ul de tampdn

Laemmli 2X y se hirvié durante 5 minutos a 952C.

12.2. Co-inmunoprecipitacion de proteinas.

Este ensayo se realizd para la co-inmunoprecipitacion de proteinas
marcadas con los epitopos TAP y GST. Concretamente para las cepas que
contenian la proteina Adrl unida a TAP y Hogl a GST (las cuales se
muestran en la tabla 2). Este ensayo se basa en la purificacion por
cromatografia de afinidad de una de las dos proteinas de fusién (a TAP o
GST) y en la comprobacion en cada una de las cepas si se detecta la no

purificada, lo que indicara una unidn entre ambas proteinas en estudio.

En primer lugar, se crecieron cada una de las cepas en 200 ml de medio
selectivo (SD-URA) hasta una ODeso aproximada de 1. Se trataron 100 ml
de cultivo con 0,4 M de NaCl durante 20 minutos. Tras el tratamiento se
lavaron las células con 1 ml de agua MQ fria y con 1 ml de tampén A (50
mM Tris/HCl pH=7,5; 15 mM EDTA; 2 mM DTT; 0,1% Tritédn X-100; 150 mM
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NaCl) frio. Y finalmente se resuspendieron las células en 1 ml de tampdn A
con 1 mM de PMSF y con inhibidor de proteasas (cOmplete Mini, EDTA-
free (Roche), 1 tableta en 10 ml). El ml de resuspensién se transfirid a un
micro tubo de 2 ml y se afiadieron aproximadamente 500 ul de bolas de
vidrio (0,5 mM Glass Beads, Biospec Products, Inc.). Se rompieron las
células mediante agitacidon utilizando el aparato: Precellys® Evolution
(Bertin Technologies), realizando dos ciclos de agitacion durante 20
segundos a 7.500 rpm y con un descanso de 30 segundos entre éstos. Este
protocolo de agitacion se repitié 3 veces y se dejaron descansar durante 1

minuto los tubos en hielo entre medias.

Una vez rotas las células, se centrifugaron en frio durante 5 minutos
a 10.000 rpm. El sobrenadante correspondiente se pasé a un nuevo tubo
de 1,5 ml y se midid la concentracidn de proteina en cada una de las cepas
mediante BRADFORD (apartado 10.3). Se equilibraron las muestras segun
la cuantificacién y se guardaron 100 pl de cada muestra equilibrada para
utilizarla en el western posterior como INPUT. El resto (aproximadamente

500 ul) se utilizaron para realizar la purificacién.

Para purificar, se incubaron las muestras preparadas con 20 ul de
resina Glutathione Sepharose™ 4B (GE Healthcare Life Sciences), lavada
previamente 3 veces con tampoén A, durante 2 horas a 4 °C. Tras la
incubacidn, se lavé la resina 1 vez con 1 ml de tampdén A con 1 mM de
PMSF e inhibidor de proteasas y 4 veces con tampén A con 1 mM de
PMSE. Por ultimo, se resuspendié la resina en 50 pl de tampdn de carga 2x

Laemmli y se llevaron a ebullicién las muestras a 95 2C durante 5 minutos.
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Una vez las muestras preparadas se corrieron en un gel SDS-PAGE
para proteinas (apartado 10.4): En el caso de las muestras guardadas como
INPUT sin purificar de 100 pl, se inyectaron en un gel (12% resolving, 4%
stacking) 10 pl de muestra tras afadirles 25 pl de Laemmli 5x y llevarlas a
ebullicion. Y tras realizar la transferencia a la membrana de PVDF se
incubé con 1 pl de anticuerpo a-PAP (anti-rabbit), para ver si habia
deteccion de Adrl-TAP como control. En el caso de las muestras
purificadas se inyectaron dos geles diferentes, uno con 10 pl para incubar
con el anticuerpo Anti-GST (anti-rabbit) y otro con 40 ul para incubar con
el anticuerpo a-PAP (anti-rabbit). El primero servird para detectar la
proteina GST o bien sola o bien unida a Hogl segun la cepa. Y el segundo
servird para ver si realmente existe union entre Hogl a Adrl si se
detectase Adr1-TAP en la cepa que contiene las dos proteinas fusionadas a

los epitopos.

12.3. Cuantificacion de proteina mediante el método de Bradford

Para determinar la cantidad de proteina se utilizé el método de
Bradford. Para ello, se empled el reactivo Bio-Rad Protein Assay de BioRad,
que se utilizé diluyéndolo cinco veces y el cual contiene acido fosférico.
Este acido permite que en presencia de proteinas, el colorante Coomassie
Blue G que inicialmente presenta un color pardo, se convierta en un color
azul con una intensidad proporcional a la cantidad de proteina presente en

la muestra.
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Para determinar la concentracién de proteina total que contienen las
muestras, se realizd en primer lugar una recta de calibrado empleando un
patron proteico. Y a partir de dicha recta se extrapolaron los valores de
concentracion de proteina presente en distintas muestras a partir de sus
absorbancias. En este caso se empled sueroalbimina bovina (BSA) como
patrén. Se utilizaron cantidades conocidas de BSA (0, 0,2,0,5,1,2,4,6y
10 pg), 20 pl de reactivo Bradford y agua MQ hasta un volumen final en
cada caso de 100 pl. Se midié la absorbancia empleando un lector
multipocillo Wallac 1420 VICTOR2 (Perkin Elmer™), para obtener la recta
de calibrado. Y las muestras se midieron a partir de 4 pl de muestra, 76 ul

de agua MQy 20 pl de reactivo Bradford.

12.4. Electroforesis de proteinas en gel SDS-poliacrilamida.

La electroforesis de proteinas se llevé a cabo mediante el sistema
Mini Protean 3 (BioRad), en el que se utilizan geles de poliacrilamida al
10% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), lo que permite que la
movilidad de las proteinas en estudio dependa sélo de su peso moleculary
no de su composicidén. Aproximadamente esta presente una molécula de
SDS por cada dos aminodcidos lo que permite que la densidad de carga
eléctrica sea constante para diferentes proteinas independientemente de
su composicién aminoacidica, debido a que las cargas de los aminoacidos
son enmascaradas por la gran cantidad de moléculas cargadas

negativamente de SDS.
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Los geles tienen dos capas diferenciadas, una superior de
empaquetamiento en la que los complejos SDS-proteina se concentran y
una inferior de separacion en la que los complejos se separan de acuerdo
a su tamaio. La composicion de la capa de empaquetamiento es de 4% de
acrilamida:bisacrilamida 40:0,8, 0,1% de SDS, 125 mM de Tris/HCl, 1% de
APS y 0,1% de TEMED a pH 6,8. La composicion del gel de separacion es de
12% de acrilamida:bisacrilamida 40:0,8, 0,1% de SDS, 375 mM de Tris/HCI,
1% de APS y 0,1% de TEMED a pH 8,8. La electroforesis se llevo a cabo a
voltaje constante de 70-80 V. Y se utiliz6 el tampdn de resolucidon SDS-
PAGE 1X (0,19 M de glicina y 0,1% de SDS ajustado a pH 8,3 con Tris. Las
muestras se inyectan en el gel junto al marcador de pesos moleculares

PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas).

12.5. Transferencia a membrana de proteinas (Western Blot).

Una vez separadas las proteinas en el gel, deben ser transferidas a
membranas para que sean mas accesibles a la hora de realizar reacciones
de detecciéon mediante anticuerpos. Para ello, se utilizaron las membranas
de Immunoblot® PVDF 0,45 pum (Amersham™ Hybond™, GE Healthcare) y
para transferir las proteinas se utilizé el sistema Mini-Trans Blot (BioRad)
mediante corriente eléctrica. Para poder separar el SDS de las proteinas y
facilitar la unién de las proteinas a la membrana se utilizé el tampdn de
transferencia compuesto por SDS-PAGE 1X y 20% de metanol. La

transferencia se realizé a 10V y a 42C durante toda la noche.
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12.6. Tincion de membranas con Direct Blue 71.

Como control interno de carga se utilizdé el método de tincion DB71,
para comprobar el correcto equilibrado de las cargas en la membrana. Esta
tincion se conseguia gracias al colorante DirectBlue 71 (DB71). Las
membranas de PVDF se sumergieron en agitacion en la solucién de tincion
al 0,008% durante 5 minutos. El exceso de colorante se elimind mediante
la solucion de lavado (40% de etanol absoluto y 10% de acido acético
glacial) y se escaned la membrana con ayuda de una funa de plastico
transparente para evitar que se seque. Tras escanearla, se elimind la
tincién con la solucién de destefiido (50% de etanol absoluto y 1 M de

Bicarbonato de Sodio) dejandola actuar durante 15 minutos.

12.7. Deteccién inmunoldgica de proteinas.

Para comenzar la inmunodeteccién, la membrana libre de colorante
se sumergio en 10 ml de una solucién de bloqueo de los sitios de unién no
especificos. Esta disolucién estaba compuesta por leche en polvo al 2% en
TBS 1X (TBS 10X: 1,5 M de NaCl y 0,2 M de Tris/HCl a pH 7,6). Se incubd en
agitacion durante 30 minutos y en la misma disolucién se incubd la
membrana con el anticuerpo primario especifico en una dilucién 1:10.000.
En este caso los anticuerpos primarios utilizados en el presente trabajo
fueron el anticuerpo policlonal de conejo a-PAP (Sigma) que reconoce el
epitopo TAP y el anticuerpo policlonal a-GST (Santa Cruz Biotechnology)
qgue reconoce el epitopo GST. La incubacién con el anticuerpo fue de 1
hora en agitacion y tras esta se lavd la membrana 3 veces durante 10

minutos con tampdn TBS 1X y asi se elimind el exceso de anticuerpo
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primario. Posteriormente se incubd con el anticuerpo secundario (a-HRP-
conejo) en una dilucién 1:10.000 durante 1 hora y en agitacién. Y para

finalizar se realizaron 3 lavados de 10 minutos con TBS 1X.

La deteccion se realizd mediante el sistema ECL™ Prime Western
Blotting Detection System (GE Healthcare — Amersham Biosciences). Este
sistema permite, gracias a la existencia de peroxidasa en el segundo
anticuerpo utilizado, detectar las proteinas de interés. La sefial de
quimioluminiscencia se obtuvo de forma electrénica mediante la cdmara

LAS-3000 (Fujifilm).

13. Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChiP).

Mediante inmunoprecipitacidon de la cromatina se puede estudiar la
union de un determinado factor de transcripcién, en este caso Adrl a los
promotores de los genes de interés (concretamente POX1, FAAL, PXA2 y
ECI1). El método de inmunoprecipitacion de la cromatina empleado es una

modificacidn del método publicado por Kuras y Struhl, 1999.

Los cultivos de las cepas en estudio se incubaron a 282C en el medio
de crecimiento requerido, y se crecieron hasta fase exponencial. Se
realizaron las cinéticas de tratamiento con el estrés deseado vy se fijaron
las células con formaldehido al 1%. Los cultivos se incubaron a
temperatura ambiente durante 20 minutos, moviéndolos de forma
ocasional y posteriormente se afiadieron 6 ml de glicina 3 M y se incubd
durante 5 minutos. Las muestras se lavaron con TBS 1X (20 mM Tris/HCI

pH 7,5, 150 mM NaCl) frio y una vez con 5 ml de tampén de lisis FA frio (50
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mM Hepes/KOH pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 % TritonX-100, 1
mM PMSF, 0,1 % deoxicolato sdédico) con 0,1 % SDS. El precipitado
obtenido se resuspendié en 1 ml de tampdn de lisis FA con 0,5 % SDS frio y
se afiadieron 0,5 ml de bolas de vidrio (0,5 mm Glass Beads (Soda Lime)
(BioSpec Products, Inc.). Las células se rompieron con ayuda del aparato
Precellys® Evolution (Bertin Technologies), realizando dos ciclos de
agitacion durante 20 segundos a 7.500 rpm y con un descanso de 30
segundos entre éstos. Este protocolo de agitacion se repitié durante 3
veces y se dejaron descansar durante 1 minuto los tubos en hielo entre
medias. El lisado se recogio en un nuevo tubo frio y se centrifugd 1 minuto
a 13000 rpm a 4°C. El sobrenadante se descarté y el precipitado que
contenia la cromatina insoluble se disolviéo en 1 ml de tampdn de lisis FA
con 0,1% SDS. Se centrifugd de nuevo 1 min a 13000 rpm y seresuspendio
en 1 ml de tampdn de lisis FA con 0,1 % SDS. A continuacién se llevé a
cabo la sonicacidon de las muestras para obtener fragmentos de ADN de
300-400 pb aproximadamente. Para ello se utilizd un sonicador UP200S
(Hielscher Ultrasonics GmbH). Se realizaron 6 rondas de sonicacion de 20
pulsos por cada muestra, manteniendo en hielo las muestras entre rondas.
Estas se centrifugaron durante 15 minutos en una minicentrifuga a 13.000
rom y a 42C. Y el sobrenadante que contenia los fragmentos de cromatina
solubles, se transfirid a un nuevo tubo. Las muestras se almacenaron a -

20°C para utilizarlas posteriormente.

Para realizar la inmunoprecipitacion de la cromatina se utilizaron
bolas Dynabeads® (Invitrogen), que se trata de particulas con propiedades

magnéticas que permiten la separacion de materiales biolégicos como
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proteinas o acidos nucleicos gracias al acople por afinidad a la superficie
de las mismas. En el presente trabajo, se utilizaron bolas que llevan
acoplado covalentemente el ligando proteina A con afinidad por el
anticuerpo a-HA (12CA5 monoclonal de ratén, Roche). Las bolas se
suministraron en tampon PBS (140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM
Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4 a pH 7,3), lavadas 3 veces el dia anterior al uso
con 1 ml de tampdn PBS suplementado con 5 mg/ml de BSA. Para realizar
este lavado, se utilizd un concentrador de particulas magnéticas
DynaMag™- 2 (Invitrogen), para someter las bolas a un campo magnético,
de modo que las bolas se pudiesen separar rapidamente del
sobrenadante. Después de los lavados se afiadieron a las bolas magnéticas
1 ml de PBS suplementado con BSA y 5 pl [5 mg/ml] de anti-HA por IP. Por
ultimo se incubd la mezcla toda la noche a 49C. Posteriormente se llevaron
a cabo tres lavados de las bolas con 1 ml de tampdn PBS suplementado
con 5 mg/ml de BSA y se resuspendieron en el volumen original usando

tampon de lisis FA con 0,1 % de SDS.

Se incubaron 20 pL de las bolas preparadas junto a 500 pl de
muestra al menos durante 90 minutos. Y se procedid a lavar las muestras
inmunoprecipitadas. En primer lugar se realizaron dos lavados con 1 ml de
tampon de lisis FA con PMSF y después otros dos lavados con 1 ml de
tampodn de lisis FA suplementado con 0,5 M NaCl. Posteriormente se
realizé otro lavado adicional con 1 ml de tampdén B (10 mM Tris/HCl pH 8,
0,25 M LiCl, 1 mM EDTA, 0,5 % NP-40, 0,5 % deoxicolato de sodio) y un
ultimo lavado con tampdn TE 1X. Entre cada lavado se incubaron las

muestras durante 3-5 minutos en un rotor a temperatura ambiente y se
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separaron del sobrenadante sometiendo los tubos a un campo magnético
con ayuda del DynaMag™. Las bolas se resuspendieron en 250 pl de
tampdn C (50 mM Tris/HCl pH 7,5, 1 % SDS, 10 mM EDTA) y se eluyeron las
muestras incubandolas durante 10 minutos a 65°C, en agitacion. Se
transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo con 250 pl de tampdn TE 1Xy

20 pl de pronasa a 20 mg/ml, (Roche).

Para preparar la muestra de cromatina total sin inmunoprecipitar
(muestras CT), se utilizaron 50 pl de cromatina fragmentada a la que se le
afadieron 20 pL de Pronasa y 450 ul de tampdn TE 1X para igualar el

volumen de las muestras inmunoprecipitadas.

Todas las muestras se incubaron durante toda la noche a 652C para
producir una desligacién de las proteinas de la cromatina. Y se le
afadieron a cada una de ellas 50 pl de LiCl 0,4 M. Para realizar la
extraccion de los 4cidos nucleicos se utilizdé 0,5 ml de fenol-
cloroformo/isoamilalcohol (1:1) y a continuacién con 0,5 ml de
cloroformo/isoamilalcohol (24:1). El ADN se precipité con 1 ml de etanol y
2 ug de glicégeno (ROCHE), mediante una incubacién durante toda la
noche a -202C. Tras la incubacion las muestras se centrifugaron a 42C
todas las muestras durante 10 minutos a 14.000 rpm y se lavaron con
etanol al 96%. Los precipitados se secaron bien y se resuspendieron en 100

pl de tampdn TE 1X.

Las muestras obtenidas se diluyeron 200 veces para realizar el

analisis mediante RT-PCR de los genes de interés.
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1. Funcion del peroxisoma en la adaptacion a estrés
salino.

1.1. La funcion peroxisomal es necesaria para la adaptacion
a estrés, especialmente en condiciones limitantes de
glucosa.

Resultados anteriores de nuestro grupo de investigacion mostraron
que las células de levadura responden a estrés salino por una induccidn
parcial de la respiracion mitocondrial (Pastor et al., 2009). En el presente
trabajo se estudia si el balance entre fermentacion y respiracién tiene un

efecto en la adaptacion a estrés salino en levadura.

Se cuantificéd la eficiencia de crecimiento de cultivos de una cepa
silvestre de levadura en medio liquido bajo condiciones de estrés salino
(NaCl), a medida que disminuia la concentracién de glucosa en el medio.
Se utilizé para ello el método Bioscreen C. En la figura 17 se muestra cémo
la eficiencia de crecimiento en un medio con elevada salinidad (1M NaCl),
se ve afectada dramaticamente en condiciones de baja disponibilidad de
glucosa. Especificamente, la eficiencia cae de méas de un 80% en
condiciones de elevada disponibilidad de glucosa (4%), a

aproximadamente un 20% en condiciones de baja glucosa (0,5%).
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Figura 17. La eficiencia de crecimiento de las células de levadura en condiciones
de estrés salino depende de la concentracién de glucosa. El crecimiento de la cepa
silvestre de levadura (BY4741) se monitorizé de forma continua en medio YPD, en cada
una de las concentraciones de glucosa indicadas y en condiciones normales (sin estrés) o
con una concentracion de 1M de NaCl (primera grafica). La eficiencia de crecimiento
(segunda grafica) se calculé como se indica en materiales y métodos. Para cada condicion
de crecimiento se analizaron tres cultivos independientes. Se muestran las
correspondientes desviaciones estandar de los valores medios obtenidos.

Una posible explicacion para este efecto tan dramatico es que el
estrés salino inhibe el flujo glicolitico y/o la adaptacion al estrés aumenta

el consumo de ATP, lo que hace necesario el uso de fuentes de energia
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alternativas bajo condiciones de estrés. Una fuente de energia importante
son los almacenes de lipidos intracelulares, que pueden ser movilizados

por la B-oxidacion peroxisomal en levadura.

Se quiso comprobar si la funcién peroxisomal es importante para la
tolerancia a estrés salino. Se utilizaron para ello, dos tipos de mutantes de
delecién de levadura: los que carecian de peroxisomas por falta de
componentes de su biogénesis (Apex3 y Apex19) o los que carecian de
determinadas enzimas involucradas en el proceso de la B-oxidacién

(Apox1, Afox2 y Aecil).

Como se muestra en la figura 18, la pérdida de estructuras
peroxisomales provocaron una leve sensibilidad a NaCl en condiciones de
elevada concentracidon de glucosa y esta sensibilidad se vio severamente

agravada cuando se disminuyd la concentracién de glucosa.
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1% Glucosa 0.5% Glucosa
2% Glucosa 3% EtOH 3% EtOH
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Figura 18. La funcion peroxisomal es importante para la tolerancia a estrés
salino, especialmente en condiciones de ayuno de glucosa. Se estudid el crecimiento en
medio rico (YP) de la cepa silvestre (BY4741) y de las cepas de delecién mostradas. Se
varié la concentracién de glucosa y se suplementé con etanol. Se indujeron las
condiciones de estrés salino mediante la adicién al medio de 1M NaCl. Se muestran tres
diluciones seriadas del cultivo en cada caso (1:10, 1:100 y 1:1000).

Interrupciones individuales en diferentes pasos de la B-oxidacidn
peroxisomal no provocaron una sensibilidad a sal detectable en
condiciones de elevada concentracién de glucosa. Sin embargo, los
mismos mutantes bajo condiciones de estrés salino y en baja

concentracion de glucosa mostraban hipersensibilidad.

104



Resultados

Estos resultados indican que la funcion peroxisomal es esencial para

la tolerancia a salinidad en condiciones de ayuno de glucosa.

1.2. La activacion transcripcional de los genes involucrados
en el metabolismo de los acidos grasos depende de la

MAP quinasa Hogl y del factor Adrl bajo condiciones

de estrés salino.

Se quiso estudiar si la expresién de los genes involucrados en la
movilizacion de los 4cidos grasos a los peroxisomas estaba regulada bajo
condiciones de estrés salino. Se eligieron diferentes genes representativos

de las distintas funciones, tal y como se muestra en la figura 19.

Acidos grasos —» AG -acil-CoA —» B-oxidacién — Acetil-CoA — Acetil-Carnitina
peroxisomal
FAA1 PXA1 POX1 CAT2
PXA2 ECI2
FOX2

Figura 19. Genes representativos involucrados en la activacién de acidos grasos,
importe a los peroxisomas y B-oxidacién. Los genes indicados fueron los elegidos para el
estudio del control transcripcional de la B-oxidacién peroxisomal bajo condiciones de
estrés salino.

Se eligié el gen FAA1 de la activacion de los acidos grasos, los genes
PXA1 y 2 de la importacién de los acil-CoA a los peroxisomas, los genes
POX1, ECI1 y FOX2 de la B-oxidacién, y CAT2 de la sintesis de acetil-

carnitina. (Figura 19).

Se observd que, con excepcidon del gen FOX2, la expresion de todos
los genes se inducia rapidamente y de forma transitoria bajo condiciones
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de estrés salino (NaCl), de forma comparable al gen GRE2 (gen control

inducible por estrés osmotico). (Figura 20).
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Figura 20. Induccion transcripcional de los genes del metabolismo de los acidos
grasos bajo condiciones de estrés causado por NaCl. Mediante RT-PCR se determinaron
los niveles de ARNm de los genes indicados, involucrados en la degradacion de los acidos
grasos, durante los primeros 60 minutos de adaptacién a 0,4M de NaCl (A). Se utilizo la
cepa silvestre BY4741 y como gen control inducible por estrés osmético, GRE2. Y se
muestra la induccion de estos genes por oleato (B). Los resultados muestran los valores
medios de tres réplicas bioldgicas y se incluye la correspondiente desviacion estandar.
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Este control transcripcional tiene lugar de manera mas rapida pero
menos eficiente en comparacidon con la induccién que se produce al

cambiar la fuente de carbono de glucosa a oleato.

La ruta de MAP quinasas HOG es la mayor reguladora de la expresion
génica bajo condiciones de estrés osmodtico en levadura. En el presente
estudio se ha confirmado que la MAP quinasa Hogl es indispensable para
la activacidn transcripcional de los genes involucrados en la movilizacién

de los acidos grasos. (Figura 21 A).
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Figura 21. La induccién transcripcional de los genes peroxisomales depende de Hogl. La
expresion de los genes indicados bajo condiciones de estrés salino (0,4M NaCl, A) o en un
medio con oleato (B) se cuantific6 mediante RT-PCR. Y se normalizaron los valores
respecto al gen ACT1. Los valores de expresidn de la cepa silvestre se compararon con los
del mutante Ahogl. Los resultados que se muestran son los valores medios de tres
réplicas bioldgicas incluyendo la correspondiente desviacion estdndar. Los niveles
iniciales a tiempo 0O, se relativizaron a 1.

Sorprendentemente, se observd que Hogl era también responsable
en gran parte de la induccién de los genes en estudio en condiciones de
crecimiento con oleato, indicando que la funcién de Hogl no se restringe
al estrés salino en cuanto a su relacién con el metabolismo de los acidos

grasos. (Figura 21 B).

Ademas, se quiso caracterizar esta induccion de la expresién de los
genes peroxisomales por salinidad y la cuestidn planteada fue si ocurria
independientemente de la activacion provocada por el crecimiento en
condiciones no fermentativas. Para ello, se compararon los perfiles de

induccion de la expresion de los genes PXA2, POX1 y ECI1 en medio
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fermentativo (glucosa) y en medio respiratorio (glicerol/etanol). Como era
de esperar por la induccion del metabolismo peroxisomal durante el
cambio diduxico, los niveles iniciales de ARNm de los genes en estudio,

eran de 20 a 200 veces superior en condiciones respiratorias. (Figura 22).
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Figura 22. La induccién por salinidad de los genes peroxisomales es
independiente de la induccién durante el cambio diduxico. Los niveles de expresion de
los genes indicados se determinaron mediante RT-PCR y se normalizé respecto al gen
ACT1. Las gréficas superiores muestran los niveles de expresion de los genes en
condiciones fermentativas, con glucosa en el medio. Las gréficas inferiores muestran los
niveles de expresion en condiciones respiratorias con glicerol como fuente de
crecimiento. Los niveles de expresion iniciales en condiciones fermentativas se
relativizaron a 1 para poder comparar ambas condiciones. Los resultados que se
muestran son los valores medios de tres réplicas biolédgicas incluyendo la correspondiente
desviacién estandar.

Sin embargo, la expresidén de los tres genes estudiados se activaba
rapidamente en respuesta a estrés salino. Esto indica que la induccidn por

salinidad de los genes relacionados con la B-oxidacién peroxisomal ocurre
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de manera independiente a la induccidon producida durante el cambio

diduxico.

A continuacién, se quisieron estudiar los acontecimientos
moleculares que subyacen al control transcripcional de las funciones de los
peroxisomas por estrés salino. Tal y como se ha comentado en la
introduccidn, se conocen dos activadores transcripcionales que regulan los
promotores de los genes de las funciones peroxisomales, Oafl/Pip2 y
Adrl. En primer lugar, se comprobd el papel de estos factores en
respuesta a oleato, y se cuantificaron los perfiles de induccién de varios
genes representativos peroxisomales en los mutantes de delecién Aoafl y
Aadrl (figura 23). A excepcién del gen POX1, la activacion inducida por
oleato se vio fuertemente disminuida en ambos mutantes. Y asi, se pudo
comprobar que ambos factores son importantes en la activacion de estos
genes para potenciar el uso de esta fuente de carbono presente en el

medio.

En segundo lugar, para estudiar su posible funciéon en la inducciéon
producida por salinidad, se cuantificaron los perfiles de induccion de los
mismos genes representativos en dichos mutantes de delecién, en
condiciones de estrés salino. Y como se puede observar en la figura 24, a
excepcion del gen ECI1, la activacion inducida por estrés se vio
fuertemente disminuida en el mutante Aadrl1. Se puede decir, por lo tanto,
que el factor Adrl es el responsable de la induccidn de la expresién por

salinidad de los genes peroxisomales.
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Figura 23. Los factores Adrl y Oafl son los responsables de la induccion
provocada por la presencia de oleato en el medio, de los genes del metabolismo de los
acidos grasos. Los niveles de ARNm de los genes indicados se determinaron mediante RT-
PCR en los mutantes Aadrl y Aoaf1 con oleato como fuente de carbono en el medio. Los
resultados mostrados corresponden a los valores medios de tres réplicas bioldgicas y se
incluye la correspondiente desviacion estandar. Los niveles iniciales de ARNm se
relativizaron a 1.

Se debe destacar la diferencia en cuanto a los niveles de activacién
de los genes peroxisomales que se produce con cada una de las
condiciones. La cepa silvestre en respuesta a oleato en el medio, muestra
una induccidn de la expresién de los genes peroxisomales de hasta 120
veces respecto a las condiciones iniciales. (Figura 23). Sin embargo, cuando
esta activacion se produce a través del estrés salino, la induccién que se

produce es de maximo 10 veces respecto a las condiciones iniciales.
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Figura 24. El factor Adrl es el responsable de la induccion por estrés salino de los
genes del metabolismo de los acidos grasos. Los niveles de ARNm de los genes indicados
se determinaron mediente RT-PCR en los mutantes Aadrl y Aoafl bajo condiciones de
estrés salino (0,4M NacCl). Los resultados mostrados corresponden a los valores medios de
tres réplicas bioldgicas y se incluye la correspondiente desviacion estandar. Los niveles
iniciales de ARNm se relativizaron a 1.

Finalmente se quiso comprobar si se regulaba la unién directa de
Adrl a los promotores de los genes peroxisomales bajo condiciones de
estrés salino, mediante inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) “in
vivo”. Se observd una unidn transitoria de Adrl a los promotores de los
genes POX1, FAA1, PXA2 y ECI1, tras un tratamiento con estrés salino (0,4
M de NaCl). Ademas, esta unidn se vio fuertemente reducida por la
delecién de Hogl. Lo que lleva a pensar que Hogl controla positivamente
la expresién génica de las funciones peroxisomales a través de la

estimulacion de la unién del activador transcripcional Adrl. (Figura 25).
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Figura 25. Hogl estimula la asociacion de Adrl a los genes involucrados en la
activacion de los acidos grasos y la B-oxidacion. Mediante ChIP “in vivo” se determind la
unién de Adrl-HA a los promotores de los genes POX1 (-486/-329), FAA1 (-301/-121),
PXA2 (-492/-226) y ECI1 (-251/-114). Las condiciones en las que se estudiaron fueron en
medio rico YPD, a tiempo 0, 10 y 20 minutos de tratamiento con estrés salino (0,4M
NaCl). Se midié en la cepa silvestre y en el mutante Ahog1. Se incluye la cepa silvestre sin
el epitopo —HA como control. Se muestra en la grafica la union relativa, respecto al gen
control POL1. Se muestran los valores medios correspondientes a tres réplicas bioldgicas,
incluyendo su correspondiente desviacion estandar.

Para complementar este estudio se investigd si existia una
interaccion fisica entre Hogl y Adrl. Se realizé un ensayo de copurificacion
por cromatografia de afinidad, tras un tratamiento con NaCl. Se utilizaron
cepas que contenian las proteinas Hogl y Adrl fusionadas a los epitopos

GST y TAP respectivamente y asi permitir su deteccion mediante “western

blot”.
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En la figura 26 se puede comprobar que mediante este ensayo no se
observa interaccion entre ambas proteinas. Es posible, que la interaccién
que se produzca entre éstas sea mas transitoria y no seamos capaces de

detectarla mediante este ensayo.
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Figura 26. Estudio de la interaccion de Hogl y Adrl in vitro. Mediante purificacidn
por cromatografia de afinidad se estudid la copurificacion de Adrl1-TAP y Hogl-GST. Se
utilizé la cepa silvestre que contenia Adrl unida al epitopo TAP y la proteina GST; la que
contenia Adrl unida a TAP y Hogl a GST; y la que contenia Hogl unida a GST. Se realizé
un tratamiento de 20 minutos con NaCl. Y tras la purificacién con la resina Glutathione
Sepharose ™ para purificar GST se detecta en todas las cepas la proteina GST (sola o
unida a Hog1) gracias al anticuerpo anti-GST. Sin embargo, no se detecta la proteina Adrl
fusionada a TAP gracias al anticuerpo a-PAP, en ninguna de las cepas. Se observa como
control la proteina Adrl unida a TAP en las muestras que no han sido purificadas y que
contienen esta construccién.
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1.3. El estrés salino induce de forma especifica la expresion
de Faal, una acil-CoA graso sintetasa que se localiza en
las particulas lipidicas y en los peroxisomas.

La induccion de los genes relacionados con el metabolismo
peroxisomal de los acidos grasos sugiere que la adaptacion a estrés salino
implica la induccién de la degradacidn de los acidos grasos. Para estudiar
el origen de estos acidos grasos que podrian ser movilizados en respuesta
a estrés, se decidiod investigar la regulacion de las acil-CoA graso sintetasas,
que catalizan el primer paso enzimatico de la degradacién oxidativa de los
acidos grasos. En levadura se conocen cinco tipos diferentes de acil-CoA

graso sintetasas, Faal-4 y Fatl.

Se cuantificé la expresion de los cinco genes correspondientes en
respuesta a estrés salino y se vio que el gen FAA1 era el que mas se inducia
bajo estas condiciones (figura 27). Por otro lado, en condiciones de
crecimiento con oleato en el medio, Faal continta induciéndose, sin
embargo, no es el que mas se activa. Faa2 es la isoenzima mas inducida en

respuesta a oleato y no muestra induccidn en respuesta a estrés salino.

En definitiva, el estrés salino y la presencia de oleato en el medio
inducen de diferente manera los genes de las distintas acil-CoA sintetasas,

siendo Faal la mas especifica en respuesta a estrés salino.
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Figura 27. Faal es una acil-CoA graso sintetasa que se induce por salinidad.
Mediante RT-PCR se cuantificd la expresion en la cepa silvestre, de cinco genes
estructurales que codifican para las acil-CoA graso sintetasas: FAAL, FAA2, FAA3, FAA4 y
FATI1. Se estudio la expresidn bajo condiciones de estrés salino causado por 0,4M NaCl y
con oleato en el medio como fuente de carbono. Los resultados representan los valores
medios de tres réplicas bioldgicas y se incluye la correspondiente desviacidn estandar. Los
valores iniciales a tiempo 0 se han relativizado a 1 para poder comparar los resultados.

A continuacién, se quiso determinar la localizacidn intracelular de la
proteina Faal. Como se muestra en la figura 28, Faal colocaliza con las
particulas lipidicas intracelulares y con la mayoria de los peroxisomas. Este
resultado sugiere que el estrés salino induce de forma especifica Ila
expresion de la isoenzima Faal para incrementar la movilizacion de los

acidos grasos desde las particulas intracelulares de reserva de lipidos.
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Figura 28. Faal colocaliza con las particulas lipidicas y los peroxisomas. En las
imagenes superiores se muestra la colocalizacién de Faal-dsRed con el GFP
correspondiente a los peroxisomas (GFP-PTS1). En las inferiores se muestra la
colocalizacion de Faal con las particulas lipidicas tefiidas con Bodipy 493/503 en la cepa
que expresa Faal-dsRed.

1.4. El estrés salino induce un incremento del nimero de
peroxisomas de manera independiente de Hogl, pero
dependiente de las proteinas Rtg, Dnm1y Vpsl.

Tras observar que el estrés salino induce la expresion de genes que
codifican para enzimas peroxisomales involucradas en la B-oxidacién, se
quiso estudiar posibles cambios inducidos por estrés en cuanto a la

abundancia peroxisomal a nivel celular. Para realizar este estudio, se
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visualizaron peroxisomas individuales en las células de levadura gracias a

la expresién de GFP como fusidn a la sefial peroxisomal PTS1.

Como se muestra en la figura 29, se produce un incremento claro del
numero de peroxisomas en respuesta a estrés causado por NaCl y LiCl, en
la cepa silvestre. El nUmero de peroxisomas se incrementa de un promedio
de 6 peroxisomas por célula a 12 o 14 peroxisomas con cada uno de los
estreses respectivamente. Este incremento también tiene lugar en un
mutante Ahogl. Por lo que este incremento de peroxisomas tiene lugar

de manera independiente a la proteina Hog1.
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Figura 29. Na* y Li* incrementan la abundancia de estructuras peroxisomales
independientemente de Hogl. Los peroxisomas fueron visualizados gracias a la expresidon
de GFP-PTS1 en la cepa silvestre y en el mutante Ahogl, en condiciones normales y tras
un tratamiento de 2 y 4 horas producido por 0,8M de NaCl y 0,2M de LiCl. El numero de
peroxisomas se incrementa de 6 a 12 aproximadamente tras la aplicacion del estrés (A).
Para contabilizar el nimero de peroxisomas por células se realizaron “z-stacks” mediante
microscopia confocal de todos los planos de las células. Y se contabilizaron un total de 50
células por condiciéon. Se muestra en la grafica el promedio correspondiente y su
desviacién estandar.

Este fenotipo observado de incremento de peroxisomas en
respuesta a estrés causado por NaCl y LiCl, no se observa bajo condiciones
de estrés osmatico en general (sorbitol o K*) tal y como se muestra en la

figura 30.
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Figura 30. La induccion del nimero de peroxisomas es especifica de cationes. El
promedio del nimero de peroxisomas por célula se determind como en la figura anterior,
tras un tratamiento de 2 horas con 0,8M de KCl, sorbitol y NaCl y de 0,2M de LiCl.

A continuacién, se quiso cuantificar la induccién del nimero de
peroxisomas por Na* y Li*, en mutantes afectados por otras rutas de
sefializacion relacionadas con las funciones peroxisomales. Las rutas que
se tuvieron en cuenta para realizar este estudio fueron la ruta retrégrada
(mutantes Artgl y Artg2) y el proceso de fisién peroxisomal (mutantes
Afis1, Adnm1 y Avpsl). Como se puede observar en la figura 31, el
incremento del nimero de peroxisomas en respuesta a Na* y Li* no se
observé en células de levadura que presentaban una interrupcién en la
ruta retrégrada. Ademds, Fisl no parecia estar involucrada en este
aumento. Sin embargo, las dinaminas Dnm1 y Vpsl si que parecian ser
necesarias para incrementar el nimero de peroxisomas en respuesta a

estrés.
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Se puede concluir que el estrés salino induce un incremento del
numero de peroxisomas por célula, a través de la ruta retrégrada y a

través de GTPasas especificas necesarias para la fision peroxisomal.
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Figura 31. La ruta retrograda y las proteinas de fision Dnml1l y Vpsl son
necesarias para producir un incremento del nimero de peroxisomas en respuesta a
estrés salino. Se expresd GFP-PTS1 en las cepas de delecion Artgl, Artg2, Afisl, Adnm1y
Avpsl, y en la cepa silvestre. Se determind el nimero de estructuras peroxisomales por
célula de la misma forma que en la figura 30. Las células (n=50 en cada caso) se
agruparon respecto al nimero de peroxisomas y se establecié un porcentaje. La delecidon
de Vpsl provoca una reduccidn general en el nUmero de peroxisomas, por lo que se
cambid la forma de representarlo, como se muestra en la Ultima grafica.
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Por ultimo, se quiso estudiar si en la adaptacion a estrés salino a
largo plazo que se produce gracias a la fision peroxisomal, también esta
involucrada la sintesis “de novo” de los peroxisomas. Para ello, se estudid
la regulacion del gen PEX3, que estd involucrado en eventos tempranos de
la biogénesis peroxisomal que se produce a partir del reticulo
endoplasmatico. Se vio que la expresion de PEX3 se induce fuertemente

en respuesta a estrés salino (NaCl). (Figura 32).
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Figura 32. Hogl y Rtgl son necesarios para la induccion de PEX3 en condiciones
de estrés salino. La expresion de los genes PEX3 y ECI1 se cuantificd mediante RT-PCR en
la cepa silvestre y en los mutantes Artgl y Ahogl. Las condiciones de estrés que se
utilizaron fueron de 0,4M de NaCl. Se muestran los valores medios de tres réplicas
bioldgicas incluyendo la desviacidon estandar. Los valores iniciales de ARNm se
relativizaron a 1 en cada uno de los genes y cepas.

Esta induccion del gen PEX3 esta regulada por la ruta HOG y la ruta
retrograda, ya que no se observa en los mutantes Ahogl y Artgl. Esta

regulacién es diferente a la del gen EC/1 que estd involucrado en la B-
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oxidacién, ya que es dependiente de Hogl pero independiente de Rtgl.

(Figura 32).

1.5. Funcién de los peroxisomas en la activacion de la
respiracion mitocondrial inducida por estrés salino.

Los resultados mostrados hasta el momento indican que existe un
control genético de las enzimas involucradas en la degradacion oxidativa
de los acidos grasos y una activacién de la fision peroxisomal y de la
biogénesis. Y que éstos son importantes mecanismos adaptativos en
respuesta a estrés salino para reforzar la B-oxidacion en células de

levadura.

Resultados anteriores, han mostrado que ante estas condiciones de
estrés, las funciones mitocondriales se activan parcialmente. Por ello, se
quiso estudiar si la regulacién de la funcién peroxisomal durante el estrés

se relaciona con la induccién de la respiracién mitocondrial.

En levadura, existen dos vias principales, tal y como se ha descrito en
la introduccion, para introducir acetil-CoA en la mitocondria en
condiciones en las que se requiere una alta tasa de respiracion. El acetil-
CoA es el principal sustrato del ciclo de Krebs y por eso necesita ser

introducido en la mitocondria. (Figura 33).
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Condiciones
no-fermentativas

« N

B-Oxidacion Glicolisis

Acetil-
carnitina

Piruvato

Matriz
B mitocondrial

1% Glucosa 0,25% Glucosa
2% Glucosa 3% EtOH 3% EtOH

wt
- NaCl

.+ -

Acrec1
Ampc1

Acre1
Ampc1

Glic/EtOH
wt
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Ampc1

Figura 33. El transportador de carnitina mitocondrial es importante para la
adaptacion a estrés salino, mientras que el transportador de piruvato mitocondrial es
esencial para el crecimiento respiratorio. En la parte superior se muestra una vision
esquematica de las diferentes fuentes de acetil-CoA para el ciclo de Krebs mitocondrial
(A). El crecimiento de las cepas mutantes Acrcl y Ampcl, y de la cepa silvestre BY4741 se
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estudié en condiciones con baja (0.25 o 1%) y elevada (2%) disponibilidad de glucosa y sin
o con la adicion de 1M de NaCl (filas superiores). También se estudid en medio
totalmente respiratorio que contenia glicerol (3%) y etanol (2%). (B). Se muestran tres
diluciones seriadas del cultivo en cada caso (1:10, 1:100 y 1:1000).

La primera via para introducir acetil-CoA es la que se produce gracias
a la captacion de piruvato, que es el producto final de la glicdlisis, a través
del transportador Mpc1/Mpc3. Y la segunda via es la captacion de acetil-
carnitina procedente de la [-oxidacidn peroxisomal, a través del

transportador Crcl. (Figura 33 A).

Para estudiar la importancia de ambos transportadores
mitocondriales en la resistencia a estrés salino y en medio de crecimiento
no fermentativo, se utilizaron los mutantes de delecién Acrc1 y Ampcl. En
la figura 33 B se puede observar como las células que carecen del
transportador de carnitina mitocondrial eran hipersensibles al estrés
causado por NaCl, especialmente en condiciones limitantes de glucosa. Y
ante estas mismas condiciones de estrés, parece ser que no es tan
importante la captacién de piruvato. Sin embargo, el transportador Mpcl
si que era esencial para permitir el crecimiento en condiciones
completamente respiratorias, mientras que en este caso el transportador

Crcl no era tan importante.

Estos datos indican que el importe de acetil-carnitina a la
mitocondria es esencial para una eficiente adaptacion a estrés,

posiblemente por una activacion de la respiracién.

Por ultimo, retomamos la idea de la importancia de los iones Na*y

Li*, en la activacion del metabolismo peroxisomal. Y se quiso comparar el
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crecimiento de la cepa silvestre en respuesta a diferentes concentraciones
de los iones Na*, Li* y K* y en medio fermentativo (glucosa) o en un medio

en que la célula activa la respiracion (galactosa).

Como se puede observar en la figura 34, el estrés causado por Na*y
Li* provoca un claro retraso del crecimiento respecto a las condiciones
fermentativas. Y este retraso no es tan fuerte en el caso de K*, aunque
también se produce. De este modo, se puede observar que el estrés por
Na* o Li* limita el crecimiento mucho mas en células que dependen de una
respiracion mitocondrial elevada. Se puede especular que estos iones

inhiben especificamente la funcién mitocondrial.

K* ) 0,6 M 0,8 M 1M

Gluc

Gal

Gluc

Gal

Gluc

Gal

Figura 34. Los iones Li* y Na* provocan una inhibicién especifica en medio
parcialmente respiratorio. Mediante un ensayo de crecimiento en medio fermentativo
(glucosa) y medio parcialmente respiratorio (galactosa), se comparé el crecimiento de la
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cepa silvestre en respuesta a diferentes concentraciones de los iones Na*, Li* y K*. Se
muestran tres diluciones seriadas del cultivo en cada caso (1:10, 1:100 y 1:1000).

Estos resultados llevan a plantear que, los iones comentados provocan un
dafio en la respiracion mitocondrial que podria llevar a la necesidad de
reforzar este proceso a través de la induccidn del metabolismo de los

acidos grasos.

2. Funcidn del metabolismo de esfingolipidos en la
regulacion de la actividad mitocondrial y la muerte
celular.

En el presente trabajo se estudia el metabolismo de esfingolipidos, ya que
como se ha comentado en la introduccion, son reguladores de la muerte
celular mediada por la mitocondria en eucariotas superiores. Sin embargo,
se desconoce cdmo cambios en este metabolismo y de sus intermediarios
influyen a nivel mitocondrial. Por ello, en el presente trabajo se estudia la
ruta de degradacion de esfingolipidos, en la cual se produce el
intermediario hexadecenal a través de la proteina Dpll y se degrada
gracias a la enzima Hfd1. Esta ultima enzima, como ya se ha comentado, se
ha visto aumentada a nivel mitocondrial durante el estrés salino. Por ello,

se decidio continuar el estudio por esta via.
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2.1. Laruta de degradacidn de esfingolipidos es un
regulador de la funcién mitocondrial.

El hexadecenal, como se habia comentado en la introduccion se
trata de un aldehido téxico, presente como intermediario en la ruta de

degradacidn de esfingolipidos que se muestra en la figura 35.

Palmitoll-CoA
+ Serina
v Dihidro
Dihidrosphingosina <« esfingosina-1-P
DHS DHS-P
¢ DPL1 {]
Dihidroceramida Hexadecenal
v HFD1 ¥
Esfingolipidos Acido
complejos Hexadecenoico
FAA14 ¥
Palmitoil-CoA

Figura 35. Ruta de biosintesis de esfingolipidos complejos (izquierda) y de
degradacion de esfingolipidos (derecha). Se observa como a partir de palmitoil-CoA se
constituyen esfingolipidos complejos a través de los intermediarios principales
dihidroesfingosina y dihidroceramida y como la dihidroesfingosina se degrada a palmitoil-
CoA a través de los intermediarios dihidroesfingosina-1-fosfato, hexadecenal y acido
hexadecenoico. Se muestran las enzimas mdas importantes de la ruta para este estudio:
Dpl1, Hfd1y Faaly 4.

Para poder estudiar esta ruta en mas profundidad, asi como el
efecto dafiino que produce el hexadecenal, se decidid estudiar en primer
lugar distintos mutantes de esta ruta de degradacion. Mediante diferentes
ensayos se quiso ver el efecto que tiene este intermediario tdxico al

inducir su produccién o inhibir su biosintesis.

Un primer ensayo que se realizé fue el estudio del consumo de O, de
las cepas de levadura que carecian de las diferentes proteinas de esta ruta
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de degradacién: Ahfd1, Afaal, Afaa4 y Adpll en comparacién con la cepa
silvestre BY4741. Mediante este ensayo se puede relacionar el
metabolismo de los esfingolipidos con la tasa de respiracidn y ver si alguno

de los intermediarios de la ruta tiene algin efecto sobre este proceso.

Se midid el consumo de cada una de las cepas en estudio, en medio
minimo, tal y como se explica en el apartado de materiales y métodos. Y se
utiliz6 como control negativo la cepa mutante Afzol que carece de la
mitofusina Fzol (responsable de la fusién mitocondrial en levadura) y
como consecuencia, mutantes en esta enzima, muestran tasas de

respiracion reducidas (Merz and Westermann, 2009).

Las cepas mutantes Ahfd1, Afaal y Afaa4 mostraban una reduccion
del consumo de O3 respecto a la cepa silvestre (figura 36). Sin embargo, el

mutante Adp/1 aumenta su tasa de respiracidén en condiciones normales.
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Consumo de O, relativo
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WT hfd1 faal faad4 dpl1 fzo1

Figura 36. Efecto de la ruta de degradacion de esfingolipidos en la capacidad
respiratoria. Mediante un electrodo de oxigeno se midid el consumo de O: de cada una
de las cepas BY4741 (WT), Ahfd1, Afaal, Afaa4 y Adpll, durante 30 minutos y en medio
minimo. Los valores de consumo obtenidos para la cepa silvestre se ajustaron a 1y se
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utilizd como control la cepa Afzol. Se muestran los valores de consumo relativo medio de
cada triplicado realizado para cada cepa y la desviacidn estandar.

La cepa que muestra un mayor consumo es concretamente la que no
sintetizaria el intermediario hexadecenal. El resto de mutantes que
muestran un menor consumo son las que tienen interrumpida la ruta por
debajo de este intermediario y podrian provocar una deficiencia en su
metabolizacién, lo que podria llevar a una reducciéon en el consumo de

oxigeno.

Siguiendo la misma estrategia de interrupcidn de la ruta comentada,
se realizé un estudio de los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS)
de los mutantes Ahfd1 y Adpl1, que interrumpirian la ruta por arriba y por
debajo del hexadecenal respectivamente. De esta manera se puede
estudiar si el hexadecenal tiene algun efecto en cuanto al aumento de los

niveles de ROS.

El estrés salino provoca cambios importantes en la actividad
mitocondrial. Resultados anteriores habian demostrado que esta ruta de
degradacion de esfingolipidos se induce en respuesta a estrés salino (Ni et
al., 2009). Ademas, en nuestro grupo de investigacion se determind que la
proteina Hfd1l se acumulaba en mitocondrias en condiciones de estrés
salino (Martinez-Pastor et al., 2010) y que ademas su expresion se inducia
en las mismas condiciones de estrés (Ruiz P. resultados no publicados.

2012).

Se decidi6 medir lo niveles de ROS de las cepas mutantes

comentadas en comparacion con la cepa silvestre BY4741 y en condiciones
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de estrés salino en las que la ruta en estudio se encuentra inducida para
forzar mas el fenotipo de los mutantes en estudio. Las cepas se trataron
durante dos horas con un estrés de 1M de NaCl. Los resultados obtenidos

se muestran en la figura 37.

Los niveles de ROS del mutante Adpl1 son inferiores a los de la cepa
silvestre, al contrario que ocurre con el mutante Ahfd1. El mutante Adp/1
no sintetizaria hexadecenal y el mutante Ahfd1 no lo metabolizaria y lo
acumularia en la célula, lo que indica que el hexadecenal produce un
efecto negativo en las células provocando un aumento de las ROS

intracelulares.

-NaCl m+NaCl

A T T

Nivel de ROS relativo
O—-_2NWAhOIOO~NO®

wt  dpl1  hfd1

Figura 37. Funcion de enzimas del metabolismo del hexadecenal en la
acumulacion de ROS. Las cepas mutantes Adpl1, Ahfd1, asi como la cepa silvestre, se
crecieron en medio rico hasta fase exponencial y se sometieron a un estrés de 2 horas de
1M NaCl. Los niveles de ROS se midieron mediante la oxidacion de |la
diclorodihidrofluoresceina, como se describe en el apartado de materiales y métodos. Los
niveles de fluorescencia obtenidos para las condiciones iniciales se relativizaron a 1 para
una mejor comparacién del aumento de las ROS con salinidad. Los niveles de ROS se
determinaron por duplicado en tres cultivos independientes y se representa la media y la
correspondiente desviacion tipica.
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Estos datos sugieren que la enzima Hfdl que metaboliza el
hexadecenal tiene una funcidon importante en la modulacién de la

actividad mitocondrial.

A continuacién se quiso determinar la localizacién intracelular de
Hfd1. Para ello, se realizd6 un estudio mediante microscopia confocal en
células de levadura que expresaban Hfd1 fusionado a GFP. Y para poder
visualizar la fluorescencia roja correspondiente a la mitocondria se utilizé
la fusion OM14-dsRed. Ambas construcciones se co-transformaron en la

cepa en estudio (BY4741).

Este ensayo se realizé creciendo esta cepa en medio minimo con dos
fuentes de carbono diferentes: glucosa como fuente fermentativa y
galactosa como fuente parcialmente respiratoria, hasta fase exponencial.

Los resultados obtenidos se observan en la figura 38.

GFP dsRed Superp. Nomarski

c
o
.-. k
=)

Figura 38. Hfd1 localiza en muiiltiples focos a lo largo de la red mitocondrial. La
cepa silvestre BY4741 co-transformada con los plasmidos pAG415-GPD-OM14-dsRed y
pAG426-GPD-HFD1-GFP, se crecié en medio minimo sin leucina y sin uracilo, y con
glucosa (Gluc) o galactosa (Gal) como fuente de carbono. Se crecid hasta fase exponencial
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y se visualizd mediante microscopia confocal. Se observa en verde la fluorescencia
correspondiente a la proteina Hfd1l (GFP) y en rojo la correspondiente a la mitocondria
(dsRed). La tercera columna de imagenes (Superp.) muestra la superposicién entre ambas
fluorescencias y la cuarta la luz transmitida (Nomarski). Se muestran imagenes
representativas para cada condicion.

La localizacién de Hfd1l en condiciones normales (con glucosa como
fuente de carbono), se encuentra en focos cercanos a la mitocondria. Y al
inducir un aumento de la red mitocondrial al cambiar la fuente de carbono
a galactosa, se sigue observando cémo la localizacién de Hfd1 sigue
estando en focos puntuales cercanos a la mitocondria. Estos datos
sugieren que la conversion de hexadecenal como consecuencia de la
degradacion de los esfingolipidos se produce en regiones concretas

cercanas a la mitocondria.

Si los niveles intracelulares de hexadecenal provocan disfuncién
mitocondrial y estrés oxidativo, se espera que manipulaciones de esta ruta
que favorecen la acumulacién de hexadecenal afecten a la viabilidad
celular. Por lo que, para continuar con el estudio de la toxicidad del
hexadecenal, se decidid sobreexpresar la proteina Dpll en un mutante
Ahfd1 asi como en la cepa silvestre. De esta manera se estara induciendo
la producciéon de hexadecenal. Para ello, se construyeron las cepas BY4741
y Ahfd1 con el pldsmido pAG426-GAL1-DPL1-HA. La cepa mutante Ahfd1
gue sobreexpresa Dpll es la mdas importante en este ensayo debido a que
sobreexpresa la enzima encargada de la sintesis de hexadecenal e inhibe

su metabolizacidn, provocando una acumulacion de este intermediario.

Se obtuvieron cultivos en medio minimo (sin uracilo) de las cepas

comentadas hasta fase exponencial y se compard su crecimiento en medio
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sélido sin o con la induccién de Dpl1 (glucosa o galactosa respectivamente)
y ademas en presencia o no de dafo mitocondrial (valinomicina a una

concentracion de 4 uM).

SD+Val SGal SGal+Val

AN W T control DHS
WT GAL1p-DPL1 DHS-P
Ahfd1 control l DPLT
Hexadecenal
Ahfd1 GAL1p-DPLT ———] l HFED1
Acido
Hexadecenoico

Figura 39. La sobreexpresion de Dpl1 inhibe el crecimiento en un mutante Ahfd1.
Mediante un ensayo de crecimiento en medio sélido se compard el crecimiento de las
cepas de sobreexpresion de Dpll, BY4741 y Ahfd1 con el pldasmido pAG426-GAL1-DPL1-
HA; y las mismas cepas con el pdsmido pAG426-GALl-ccdB-HA, como control. Se
compararon en condiciones normales (SD) y con estrés mitocondrial causado por
Valinomicina a 4 uM. Y en condiciones inductoras de la sobreexpresion en SGal sin y con
Valinomicina. Se muestran tres diluciones seriadas del cultivo en cada caso (1:10, 1:100 y
1:1000).

En la figura 39 se muestra como la sobreexpresién de Dpll en un
mutante Ahfd1 provoca un claro retraso del crecimiento en condiciones
sin estrés. Esta inhibicidn del crecimiento se incrementa en condiciones de
estrés mitocondrial causado por valinomicina. Este retraso del crecimiento
no se observa en el mutante Ahfdl, ni en la cepa silvestre que
sobreexpresa Dpl1, lo que indica que es el fenotipo conjunto el que fuerza

el dafio provocado por el hexadecenal a nivel de crecimiento.
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Siguiendo con esta misma estrategia de sobreexpresion de Dpll, se
investigd si la manipulacién genética de la ruta de degradacién de

esfingolipidos producia cambios en los niveles de ROS (figura 40).

Control M GAL1p-DPL1

T at T
0

wt hfd1 wt hfd1
SD SGal

[

Nivel de ROS relativo
e

Figura 40. La cepa Ahfd1 que sobreexpresa la proteina Dpll muestra un aumento
de las ROS intracelulares. Las cepas de sobreexpresidon de Dpll, BY4741 y Ahfd1 con el
pladsmido pAG426-GAL1-DPL1-HA y las mismas cepas con el pasmido pAG426-GAL1-ccdB-
HA, como control, se crecieron en medio minimo (SD y SGal) hasta fase exponencial. Los
niveles de ROS se midieron mediante la oxidacion de la diclorodihidrofluoresceina, como
se describe en el apartado de materiales y métodos. Los niveles de fluorescencia
obtenidos para las condiciones iniciales se relativizaron a 1. Los niveles de ROS se
determinaron por duplicado en tres cultivos independientes y se representa la mediay la
correspondiente desviacion tipica.

La cepa mutante Ahfd1 que sobreexpresa la proteina Dpll muestra
un aumento de las ROS intracelulares respecto al resto de cepas. Esto
indica de nuevo la importancia de la acumulacién de hexadecenal en la

inhibicion del crecimiento a través de cambios en los niveles de ROS.

A continuacion se quiso estudiar si la intervencién genética que

favorece la acumulacion de hexadecenal de alguna manera afectaba a la
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morfologia mitocondrial. Se visualizaron las mitocondrias con

MitoTracker® en las cepas anteriormente descritas.

La figura 41 muestra como la cepa silvestre posee una mitocondria
continua. Sin embargo, la mitocondria se encuentra ligeramente
fragmentada en el mutante Ahfdl que no sobreexpresa Dpll y esta

fragmentacion se incrementa con la sobreexpresion de Dpl1.

Control GAL1p-DPL1

hfd1

Figura 41. La sobreexpresion de Dpll induce fragmentacion mitocondrial en el
mutante Ahfd1. Las cepas de sobreexpresién de Dpll, BY4741 y Ahfd1 con el plasmido
pAG426-GAL1-DPL1-HA; y las mismas cepas con el pasmido pAG426-GAL1-ccdB-HA, como
control, se crecieron en medio minimo con galactosa como fuente de carbono para
inducir la expresion de Dpll. Las células se crecieron hasta fase exponencial y se realizé
un tratamiento con MitoTracker® para visualizar la mitocondria mediante microscopia
confocal.

Resumiendo los resultados de este apartado, se puede concluir que
la modulacidon del metabolismo de esfingolipidos y en particular del

hexadecenal, parece regular la funcién mitocondrial y la viabilidad celular.
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2.2. El hexadecenal es el principal inductor de la disfuncion
mitocondrial y su fragmentacion.

El efecto del hexadecenal en la viabilidad celular se estudid

directamente por la adicidn externa del mismo a las células de levadura.

En primer lugar se decidié realizar un ensayo de crecimiento en
medio solido del mutante Ahfd1l en comparacion con la cepa silvestre.
Pero no se adiciond unicamente hexadecenal de forma externa, si no que
se realizd el estudio afiadiendo otros intermediarios de la ruta como el
acido hexadecenoico, el dcido palmitoico y la esfingosina-1-fosfato para

ver el efecto que producian sobre las células.

Las dos cepas se crecieron hasta fase exponencial en medio minimo
y se realizd un tratamiento de 2 horas con hexadecenal, asi como con los
intermediarios que se encontraban aguas abajo de la ruta (acido
hexadecenoico y palmitoico). Se realizaron diluciones seriadas para
estudiar el crecimiento de estas cepas en medio sdélido rico (YPD), con
estrés oxidativo causado por Menadiona y en condiciones de estrés
mitocondrial provocado por Valinomicina. Como se muestra en la figura
42, el hexadecenal inhibe fuertemente el crecimiento celular en la cepa
silvestre, el cual se agrava ligeramente por estrés oxidativo o dafio
mitocondrial. Metabolitos que se encuentran aguas abajo como los acidos
hexadecenoico y palmitoico no provocan una inhibicion del crecimiento, lo
gue demuestra la especificidad del hexadecenal. Ademas, se aprecia de
forma clara que la enzima Hfdl, es importante para contrarrestar la

toxicidad del hexadecenal.
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Figura 42. El hexadecenal es el intermediario de la ruta con mayor efecto

inhibitorio del crecimiento. Las cepas BY4741, Ahfd1 y Adpll, se crecieron hasta fase
exponencial en medio minimo y se trataron durante 2 horas con los intermediarios de la
ruta indicados y a las diferentes concentraciones que se muestran en la imagen.
Posteriormente se cultivaron en medio sdlido rico (YPD), con 50 uM de Menadiona
(Mena) y 4 uM de Valinomicina (Val). En el caso de la esfingosina-1-fosfato se comparé el
crecimiento directamente en medio rico.

Para estudiar el efecto de la esfingosina-1-fosfato también se
comparé el crecimiento de la cepa mutante Adpl1, la cual no metabolizaria
este intermediario. En este caso se utilizaron concentraciones de

intermediario mas elevadas que en los casos anteriores, debido a que no
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se observaban diferencias de crecimiento a dosis inferiores. Ademas,

Unicamente se realizé este ensayo en condiciones normales (YPD).

Los resultados mostraron que el metabolito que se encuentra aguas
arriba, la esfingosina-1-fosfato, si que induce aunque de forma mas débil,
muerte celular, independientemente de las actividades enzimaticas aguas
abajo de Dpl1 y Hfd1 (figura 42). Por ello, parece ser que el metabolito
mas importante en cuanto a actividad bioldgica, en la ruta de degradacion

de la esfingosina-1-fosfato, es el hexadecenal.

A continuacién, teniendo en cuenta que se habia visto que la
sobrexpresion de Dpll en un mutante Ahfd1 provocaba una fragmentacién
de la mitocondria, se quiso estudiar si la adicién externa del hexadecenal

también provocaba el mismo efecto.

Como se puede observar en la figura 43, un tratamiento con
hexadecenal induce rapidamente la fragmentacion de la mitocondria
preferentemente en células crecidas en glucosa como fuente de carbono.
Cuando la red mitocondrial de la cepa silvestre se encuentra totalmente
desarrollada ante condiciones de crecimiento respiratorias, parece ser que
estd mas protegida de la fragmentacidon que induce el hexadecenal. Esta

proteccion no ocurre en el mutante Ahfd1.

139



Resultados

- + Hexadecenal
GFP Nomarski

es09N|9

Ahfd1

HOI3MID

Figura 43. La adicion externa del hexadecenal provoca fragmentacion
mitocondrial dependiente de Hfdl. Las cepas BY4741 y Ahfd1 transformadas con el
plasmido pVT100U-mtGFP, se visualizaron mediante microscopia confocal, en medio
fermentativo (SD) con glucosa como fuente de carbono y con medio respiratorio
(Glic/EtOH) con glicerol como fuente de carbono. El hexadecenal fue afiadido durante 1
hora a una concentracién de 50 uM.

Ademas, se realizd un ensayo de crecimiento en medio sdlido
fermentativo y en medio parcialmente respiratorio (galactosa) para ver si
esta activacion mitocondrial también protege de la muerte celular
inducida por el hexadecenal. Se compard de nuevo la cepa silvestre
BY4741 y el mutante Ahfd1 en ambos medios y tras un tratamiento de 1

hora con hexadecenal a las concentraciones mostradas en la figura 44.
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Figura 44. El crecimiento con galactosa contrarresta la inhibicidn del crecimiento
que produce el hexadecenal. La cepa silvestre BY4741 y el mutante Ahfd1 se crecieron en
medio fermentativo (Gluc) y en medio parcialmente respiratorio (Gal), hasta fase
exponencial y se trataron durante 1 hora con diferentes concentraciones de hexadecenal.
Posteriormente se cercieron en medio rico sélido.

En definitiva, con este ensayo se muestra que el crecimiento en
galactosa contrarresta la inhibicion del crecimiento que provoca el

hexadecenal, el cual se continta observando en el mutante Ahfd1.

Este estudio se continud para ver de qué proteinas dependia esta
fragmentacion mitocondrial inducida por el hexadecenal. En este sentido,
se realizd un ensayo mediante microscopia confocal en el cual se

visualizaron las cepas mutantes Afis1, Adnm1 y en la cepa silvestre. Estas
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cepas carecen de la proteina de fisién Fisl y de la GTPasa también

implicada en este proceso Dnm1.

Como se muestra en la figura 45, la fragmentacién mitocondrial
inducida por el hexadecenal dependia de la GTPasa Dnml y no de la
proteina de fisién Fisl. Ya que la cepa silvestre, tras la adicién externa de
hexadecenal muestra fragmentacidon mitocondrial, al igual que ocurre en
la cepa mutante Afis1. Sin embargo, esta fragmentacién ya no se observa

en el mutante Adnm1.

- + Hexadecenal

Figura 45. El hexadecenal induce fragmentacion mitocondrial a través de la
GTPasa Dnml. La cepas que se muestran en la imagen transformadas con el plasmido
pVT100U-mtGFP, se crecieorn en medio minimo hasta fase exponencial y se trataron con
50 uM de hexadecenal durante una hora, antes de visualizarlas al microscopio.

A continuacion se quiso comprobar la relacidon de estas proteinas
con la muerte celular inducida por el hexadecenal para poder entender
mejor este proceso. Se compard el crecimiento de la cepa silvestre BY4741

y de los mutantes Afis1 y Adnm1. Las tres cepas se crecieron en medio
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minimo hasta fase exponencial y se realizd un tratamiento de 2 horas con
diferentes concentraciones de hexadecenal. Tras el tratamiento se

comparo el crecimiento en medio rico sélido.

Los resultados que se obtuvieron se muestran en la figura 46. En
ausencia de las proteinas Fisl o Dnml de fisién no se produce una
resistencia a hexadecenal en ninguno de los casos. Por lo que, la fisidn
mitocondrial no es la razén por la que el hexadecenal induce la muerte
celular, ya que el mutante Adnm1 era incluso mas sensible a este aldehido

que la cepa silvestre.

Hexadecenal
Adnm1 Afis1

Figura 46. La supresion de la fision mitocondrial no contrarresta la inhibicion del
crecimiento producida por el hexadecenal. Las cepas que se muestran en la imagen, se
crecieron hasta fase exponencial en medio minimo y se trataron durante 2 horas con
hexadecenal a las concentraciones indicadas. Posteriormente, se cultivaron en medio rico
sélido.

En conjunto, el hexadecenal inhibe eficientemente el crecimiento de
células de levadura, lo cual no esta ligado a la fragmentacién mitocondrial.
Aunque la fragmentacion mitocondrial generalmente se asocia con la
apoptosis en diferentes modelos celulares, no es un prerrequisito para la

muerte celular (Sheridan and Martin, 2010). En células de mamifero, la
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proteina de fision Drp1l es la responsable de la fragmentacion mitocondrial
gue se produce en el proceso de apoptosis, pero en comparacion a lo que
se ha comentado en el presente trabajo para levadura, su funcién en la
fision mitocondrial no es decisiva para producir el aumento de
permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial y como
consecuencia la muerte celular (Parone et al.,, 2006); (Sheridan et al.,

2008).

2.3. La modulacion del metabolismo de esfingolipidos
activa la muerte celular mitocondrial en levadura.

A continuacidén se quiso estudiar si la ruta de degradaciéon de
esfingolipidos y concretamente el intermediario hexadecenal, activa la
muerte celular, a través de la via mitocondrial. En eucariotas superiores, la
apoptosis mitocondrial se induce irreversiblemente gracias a |la
permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial. Este proceso estd
fuertemente controlado por miembros pro- y anti-apoptéticos de la
familia de proteinas Bcl-2. En levadura sdélo se ha identificado un ortélogo
de Bcl-2, Ybh3, que tiene propiedades pro- y anti-apoptdticas (Buttner et
al., 2011); (Cebulski et al., 2011). Se quiso estudiar si Ybh3 tenia algun

papel en la muerte celular inducida por el hexadecenal.

En primer lugar se realizé un ensayo mediante microscopia confocal,
en el que se utilizo la cepa silvestre BY4741 que expresa Ybh3 como fusion
a GFP. Esta cepa se creciéo en medio minimo hasta fase exponencial y se

realizd un tratamiento con acido acético a 100 uM y hexadecenal a 50 uM
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durante una hora. Para visualizar la mitocondria en rojo se utilizd el

tratamiento con MitoTracker®.

Como se muestra en la figura 47, tras el tratamiento con acido
acético, el cual induce apoptosis, se observa cdmo la proteina Ybh3 pasa
de una localizacion difusa en condiciones control (sin tratamiento) a una
localizacion mitocondrial tras el tratamiento. Lo que indica que tras el
estimulo apoptético, la proteina Ybh3 se transloca a la mitocondria para

inducir su permeabilizacidon (Buttner et al., 2011).

Ybh3-GFP Mitotracker Nomarski Superpos

Figura 47. Ybh3 se asocia a la mitocondria tras un estimulo por acido acético,
pero no por hexadecenal. La cepa silvestre que expresaba Ybh3-GFP, translocaba esta
proteina hacia la mitocondria (tefiida con MitoTracker®), ante un tratamiento con acido
acético (100 uM, 1 h). Esta translocacién no ocurria con el tratamiento de 1 hora con
hexadecenal (50 uM).

Sin embargo, el tratamiento con hexadecenal no inducia una

localizacion de Ybh3 hacia la mitocondria (figura 47).
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Ademas, se quiso estudiar cual era la susceptibilidad del mutante
Aybh3 a la adicion externa del hexadecenal. Y para ello se realizd un
ensayo de crecimiento en medio sdlido de este mutante en comparacién
de la cepa silvestre tras un tratamiento de 2 horas con hexadecenal a

diferentes concentraciones.

En la figura 48, se puede observar que la pérdida de funcidn de Ybh3
no cambiaba la susceptibilidad de las células a la adicién externa del

hexadecenal.

Hexadecenal
wt Aybh3

control

50uM
100uM
200M

Figura 48. La sensibilidad al hexadecenal no se ve alterada en mutantes Aybh3.
Se estudid la eficiencia de crecimiento ante la adicidn externa del hexadecenal (2 h) en el
mutante que carece de Ybh3 en comparacidn con la cepa silvestre.

Con estos resultados se puede decir que Ybh3 no es el ejecutor de la

muerte celular inducida por el hexadecenal.

Por otro lado, se examiné la funcién proapoptética de Bax en células
de levadura con una alteracion del metabolismo de esfingolipidos. La
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proteina Bax humana se ha visto que activa la muerte celular mitocondrial

en levadura (Manon et al., 1997); (Priault et al., 2003).

Se realizé un estudio de expresiéon del Bax humano en la cepa
silvestre 'y en el mutante Ahfdl. Para obtener estas cepas se
transformaron ambas con el plasmido pCM189-Bax-c-myc. Utilizando esta
construccion, la expresion de Bax se activa en ausencia de doxiciclina en el
medio. Por lo que se crecieron las células en presencia de doxiciclina y ésta
se elimind del medio en el momento en que las células estaban crecidas en
fase exponencial para activar la expresién. Se realizé un tratamiento de 24
horas con hexadecenal. Lo que se observé fue que Bax induce la muerte
celular de manera mas eficiente en el mutante Ahfd1 que no metabolizaba

el hexadecenal.
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Figura 49. La inhibicion de crecimiento por Bax se ve incrementada en mutantes
Ahfd1. Se utilizaron la cepa silvestre y el mutante Ahfd1, que expresaban Bax humano y
se trataron 24 horas con hexadecenal en medio sin doxiciclina para activar su expresion.

hfd1

wt

hfd1
xeg

Segun la localizacion de Hfd1l observada y los resultados obtenidos
hasta el momento, se podria concluir que Hfdl contrarresta la
acumulacién de hexadecenal en la mitocondria y previene la induccion de
la muerte celular. La proteina Hfd1, como se ha comentado, se localiza en
regiones especificas a lo largo de la mitocondria y el metabolismo de
esfingolipidos complejos tiene lugar en el reticulo endoplasmatico. Por lo

tanto, se quiso comprobar si los contactos entre mitocondria y reticulo
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endoplasmatico estaban involucrados en la muerte celular inducida por el
hexadecenal. El complejo ERMES (ER-Mitochondria Encounter Structure),
que une la mitocondria al reticulo endoplasmatico en lugares especificos
(Kornmann, 2013) se ha visto implicado en la transferencia de fosfolipidos
del reticulo a la mitocondria (Lahiri et al., 2014). Se quiso comprobar en

primer lugar cudl era la localizacion de Hfd1 respecto a este complejo.

Para realizar este ensayo se utilizd la cepa silvestre BY4741
transformada con los plasmidos con las fusiones HFD1-GFP y Mmm1-
mCherry. Mmm1 es el componente del ER del complejo ERMES. En la
figura 50, se muestra la fluorescencia verde correspondiente a la proteina
Hfd1 y la fluorescencia roja correspondiente a la proteina del complejo
ERMES Mmm1. Se puede observar que Hfd1 se localiza en su mayor parte

muy cerca de la subunidad Mmm1 del complejo ERMES.

Mmm1-

Hfd1-GFP mCherry Superpos. Nomarski

Figura 50. Estudio de colocalizacion de Hfd1-GFP con la subunidad Mmm1-
mCherry del complejo ERMES.

Ademas, se quiso estudiar si esta localizacion de Hfd1 seguia siendo
la misma en diferentes mutantes ERMES. Para ello se transformaron las

cepas mutantes Amdmi10 y Amdm1i12 (subunidades de ERMES) con el
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plasmido con la fusién HFD1-GFP. Se observé (figura 51) que en
comparacion con la cepa silvestre, la cual mostraba una localizacion de
Hfd1l en puntos pequefios distribuidos a lo largo de la mitocondria, los
mutantes mostraban una localizacion de Hfdl diferente. Esta nueva
distribucidn consistia en acumulaciones puntuales de mayor tamaiio, tal y
como de muestra en la figura 51. Tras estas observaciones se podria
pensar que el complejo ERMES puede estar involucrado en la distribucion
del hexadecenal a lo largo de la mitocondria y condiciona la localizacion de

Hfd1.

Hfd1-GFP Mitotracker Superpos. Nomarski
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Figura 51. La localizacion intracelular de Hfdl es diferente en mutantes del
complejo ERMES. Las cepas mutantes Amdm10y Amdm12 asi como la cepa silvestre que
expresan la fusion Hfd1-GFP, se crecieron hasta fase exponencial y se trataron con
MitoTracker® para visualizar la mitocondria en rojo.
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Y para completar este estudio, se realizd un ensayo de crecimiento
de mutantes del complejo ERMES, en medio sdélido y en respuesta a
diferentes concentraciones de hexadecenal afiadido de forma externa. Se
compard la cepa silvestre y los mismos mutantes que en el ensayo
anterior, los cuales se crecieron en medio minimo hasta fase exponencial y
se realizdé un tratamiento con dos concentraciones diferentes de
hexadecenal durante 2 horas. De esta manera se pudo estudiar si dafios en
el complejo ERMES protegian o favorecian la muerte celular inducida por
el hexadecenal. Los resultados que se obtuvieron con este ensayo fueron
que la toxicidad del hexadecenal era mayor en los mutantes ERMES (figura

52).

Hexadecenal
wt Amdm10 Amdm12

S Control
& S0uM
100M

Figura 52. Los mutantes ERMES son hipersensibles a hexadecenal. Las cepas
mutantes Amdm10 y Amdm12, asi como la cepa silvestre se crecieron en medio minimo
hasta fase exponencial y se realizd un tratamiento de 2 horas con hexadecenal a las
concentraciones indicadas. Se cultivaron las cepas en medio rico sélido para comparar su
crecimiento.

Estos resultados sugieren que una distribucién normal de Hfd1 en Ia
mitocondria podria ser necesaria para contrarrestar de forma eficiente la

muerte celular inducida por el hexadecenal.
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2.4. Control genético de la ruta de degradacion de
esfingolipidos a través de la MAP quinasa Hogl.

La expresidn del gen HFD1 se activa por estrés salino y oxidativo. Por
lo que se quiso saber si la expresidon de los genes que codifican enzimas de
la ruta de degradacion de esfinglipidos estaba regulada por estrés de
manera general. Para ello, se realizé un ensayo de comparacion de la
expresion génica mediante RT-PCR, de las distintas enzimas implicadas en
la ruta de degradacidon de esfingolipidos en estudio y las cuales se

muestran en la figura 53.

Palmitoil-CoA + Serina

l LCB2
3-Cetohidroesfingosina
l 7SC10 LCB4
LCB5
Dihidroesfingosina Dihidroesfingosina-1-P
DHS : L CB3 DHS-P
LAG1 ll 1
LACT YDC1 DPL1
Dihidroceramida Hexadecenal
AUR1 l l HFD1
Inositol-P-Ceramida Acido Hexadecenoico
IPC
i FAA1,4
Esfingolipidos complejos Palmitoil-CoA

Figura 53. Esquema resumen de la biosintesis y degradacion de esfingolipidos en
levadura.
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Se vio que todos los pasos enzimaticos desde la ceramida al acido
hexadecenoico se inducian en respuesta a estrés salino (0,4 M de NaCl) a
nivel de ARNm (figura 54 A). Ademas, la quinasa Hogl que se activa por
estrés y que es la principal reguladora de la respuesta adaptativa de las
células de levadura a estrés osmoético (Saito and Posas, 2012), era
indispensable para esta activacion transcripcional. En cambio, las
reacciones enzimaticas reversas desde la S1-P a la ceramida se
encontraban transcripcionalmente reprimidas ante las mismas

condiciones. (figura 54 B).

g

0 Control E NacCl

s

e

4

—
.

L

L

Nivel de ARNm relativo
(o] N

O =N DWW Wb
—

il

I ’ | |

HFD1YDC1LCB4LCB5 DPL1HFD1YDC1

LCB4LCB5 DPL1
wt Ahog1

153



Resultados

B []Control EINaCl
° 2
=
©
® 1.5
=
< 1
14
<L
Bo5
©
= .0 —
P

AUR1T LAG1 LCB3 LAC1

Figura 54. La expresion de los genes involucrados en la degradacidon de
esfingolipidos se activa de manera dependiente de Hogl. La expresion de los genes
mostrados en la grafica se cuantificd mediante RT-PCR en la cepa silvestre y en el
mutante Ahogl (A). Las condiciones de estrés que se utilizaron fueron de 0,4M de NaCl y
se realizé un tratamiento de 20 minutos. Los resultados observados muestran los valores
medios de ARNm normalizados respecto al gen ACT1 y de tres réplicas bioldgicas
incluyendo la desviacidn estandar. Los valores iniciales de ARNm se relativizaron a 1 en
cada uno de los genes y cepas.

Por ello, las células de levadura poseen una regulacidon genética que
parece favorecer la degradacion de esfingolipidos, reprimiendo su
biosintesis en respuesta a estrés salino. Esta activacién esta regulada por
la MAP quinasa Hogl, que podria ser un modulador de los intermediarios
metabdlicos de esta ruta durante la exposicidn a estrés salino. Para
determinar la funcion de Hogl en el metabolismo del hexadecenal se
realizdé un ensayo de crecimiento en medio sélido del mutante Ahogl en

comparacion con la cepa silvestre en repuesta a hexadecenal (figura 55).
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Figura 55. La pérdida de funcion de Hogl provoca sensibilidad a hexadecenal. La
cepa mutante Ahog1, asi como la cepa silvestre se crecieron en medio minimo hasta fase
exponencial y se realizé un tratamiento de 2 horas con hexadecenal a las concentraciones
indicadas. Se cultivaron las cepas en medio rico sélido para comparar su crecimiento.

Se observé que el mutante Ahogl era hipersensible a la adicidon
externa de hexadecenal, lo que se podria explicar por un descenso en la
capacidad de detoxificacion de esta cepa que carece de la activacién de

Hfd1.

Se investigd posteriormente la correlacion entre estrés salino, el
metabolismo de esfingolipidos y la funcién mitocondrial. El estrés salino
induce los genes que codifican para el metabolismo de los esfingolipidos y
un bloqueo tras la formacion del hexadecenal podria ser deletéreo

especialmente ante estas condiciones de estrés. En este sentido, se
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decidio realizar un ensayo a nivel de la morfologia mitocondrial de la cepa
mutante Ahfd1 al activar la ruta con estrés salino. Se utilizé la cepa
silvestre y el mutante Ahfd1 transformados con el plasmido pVT100U-
mtGFP, para poder visualizar por microscopia confocal la mitocondria en

verde.

control NaCl

hfd1

Figura 56. El estrés salino induce fragmentacion mitocondrial en el mutante
Ahfd1. La cepa mutante Ahfdl y la cepa silvestre BY4741 que expresaban mt-GFP, se
crecieron en medio minimo con y sin estrés salino (1 M NaCl) hasta fase exponencial. Se
visualizd la estructura mitocondrial mediante microscopia confocal.

Los resultados obtenidos se muestran la figura 56. Se puede
observar como el mutante Ahfdl muestra una fragmentacion de la
mitocondria completa ante el estrés salino, lo que no se observa en la

cepa silvestre ni en el propio mutante en condiciones normales.

Finalmente, se quiso comprobar si la funcién de Hogl era

importante para la toxicidad de Bax.
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Figura 57. La pérdida de funcion de Hogl contrarresta la inhibicién por Bax. La
expresion de Bax humano se indujo durante 24 horas como en ensayos anteriores en la
cepa silvestre y en la cepa mutante Ahog1. Se comparé el crecimiento en placas YPD.

Para ello, se realizdé un ensayo de crecimiento en medio sélido de la
cepa silvestre y del mutante Ahogl transformados con los plasmidos de
expresion Bax (asi como el plasmido vacio). Se comparé directamente el

crecimiento al inducir Bax eliminando la doxiciclina del medio.

Como muestra la figura 57, el mutante Ahogl era mas resistente a la

expresion de Bax que la cepa silvestre.

En definitiva, la quinasa activada por estrés estd involucrada en la

induccion de las enzimas del metabolismo de esfingolipidos y esta
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activacion podria llevar a la acumulacién de intermediarios bioactivos,

especialmente el hexadecenal, en la mitocondria.
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En el presente trabajo se han identificado condiciones de que
desencadena coordinada adaptacidon peroxisomal y se ha mostrado que
esta estrategia adaptativa contribuye a la tolerancia a estrés de las células
de levadura. Esto es importante ya que se muestra como la dindmica
peroxisomal no estd regulada exclusivamente por sefiales nutricionales y
revela que existen sefiales ambientales que estan conectadas a la
proliferaciéon peroxisomal, que es un campo de investigacion muy poco

explorado (Smith and Aitchison, 2013).

Un dato interesante es que la salinidad y otros estreses abidticos
llevan a un incremento del nimero de peroxisomas y de su actividad
también en plantas superiores y se ha postulado un rol determinado de los
peroxisomas en la homeostasis de ROS (Hu et al., 2012); (Mitsuya et al.,
2010); (Sandalio and Romero-Puertas, 2015). Sin embargo, los
mecanismos moleculares que regulan la dindmica peroxisomal en plantas

en respuesta a estrés salino, todavia se desconocen.

El estudio de los mecanismos de senalizacién que llevan a la
regulacién peroxisomal en levadura en respuesta a elevada salinidad, ha
identificado diferentes niveles de control. La proteina quinasa Hogl que se
activa en respuesta a estrés, es el regulador aguas arriba, que controla la
expresion de genes que estan involucrados directamente en la
movilizacion de los acidos grasos y la B-oxidacién peroxisomal. Lo que le
aflade una funcién fisiolégica muy importante a esta MAP quinasa, que
también se ha visto implicado en muchas adaptaciones en respuesta a

estrés osmotico (Martinez-Montanes et al., 2010); (Saito and Posas, 2012).
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En el caso de la expresidon génica de enzimas peroxisomales, Hogl
induce la transcripcién a través del factor de transcripcién especifico Adrl,
cuya unioén a los promotores de los genes peroxisomales se ve estimulada
por la MAP quinasa. Los resultados de este trabajo indican que el activador
peroxisomal Oafl no participa en la senalizacidon por estrés salino. Esto
refleja una funcion de Oafl mas especializada en situaciones en que las
células tienen que metabolizar los acidos grasos presentes en el medio
como Unica fuente de carbono. Ademds, Oafl se activa por la unién

directa a los acidos grasos como el oleato (Phelps et al., 2006).

Se sabe que Hogl regula directamente la actividad de muchos
factores de transcripcién, como Skol, Hot1, Smp1, Rtgl o Msn2 (Alepuz et
al., 2003); (de Nadal et al., 2003); (Proft et al., 2001); (Ruiz-Roig et al.,
2012); (Vendrell et al., 2011). Si Hogl regula por fosforilacion directa a
Adrl todavia no se sabe. Ensayos de fosforilacion in vitro podrian revelar si
Adrl es otro sustrato de la MAP quinasa, aunque no se ha podido
establecer una interaccién entre Hogl y Adrl por experimentos de co-
purificaciéon. Hay que destacar que la actividad de Adrl es modulada
ademas por la proteina quinasa Snfl activada por AMP ante deficiencias
energéticas, concretamente mediante un mecanismo indirecto
(Ratnakumar et al., 2009); (Ratnakumar and Young, 2010). Por lo tanto, la
ruta HOG que responde principalmente a cambios en la osmolaridad del
ambiente y la desrepresion por glucosa que activa a Snfl principalmente
ante una falta de ATP, coinciden en que es Adrl el activador responsable
de la estimulacion del metabolismo de los acidos grasos. Ademas, ambas
rutas se ha visto que interaccionan funcionalmente. La actividad de Snfl se

incrementa ante condiciones de estrés salino, aunque no se sabe si ocurre
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directa o indirectamente debido a la falta de energia inducida por el estrés
(Hong and Carlson, 2007). Por otra parte, Hogl se activa ademas por
ayuno de glucosa, que parece ser que se promueve la fosforilacion de
Hogl de forma indirecta a través de Snfl (Piao et al., 2012). La activacidn
de la ruta HOG por la limitacién de glucosa podria explicar el resultado
obtenido de que Hogl juega un papel importante en el control
transcripcional de los genes peroxisomales ante un cambio de la fuente de

carbono de glucosa a oleato.

Otra fase del control peroxisomal ante condiciones de estrés ocurre
a nivel del numero de organulos. En este trabajo se muestra como se
estimula la fisiéon de los peroxisomas existentes para doblar su nimero
ante las primeras horas de la adaptacidn a estrés salino. Las dinaminas
asociadas a GTP Dnm1 y Vpsl tienen un papel fundamental en esta
respuesta junto con la ruta retrégrada. El hecho de que el regulador aguas
arriba Rtg2 y los factores de transcripcidon aguas abajo Rtgl/3 se requieren
para estimular la biogénesis de los peroxisomas, sugiere que esta
regulaciéon también se basa en el control de la expresién génica. La ruta
retrégrada se activa ante una disfuncion mitocondrial (Liu and Butow,
2006), sin embargo esta funcionalmente ligada a la sefializacién por estrés
salino, desde que Hogl controla directamente la actividad de los
activadores transcripcionales Rtgl y Rtg3 (Ruiz-Roig et al., 2012). Ademas,
la ruta retrégrada induce muchos genes peroxisomales ante un dafo
mitocondrial (Epstein et al., 2001). Los resultados del presente trabajo
confirman este solape funcional y demuestran que la ruta retrégrada

activa la fisién peroxisomal ante condiciones de estrés salino.
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Se sugiere que durante la defensa a estrés salino, las células de
levadura adaptan su metabolismo cambiando, al menos parcialmente, de
fermentacion a la oxidacion de los dacidos grasos para cubrir las
necesidades energéticas durante el cambio ambiental. La produccién
eficiente de biomasa ante condiciones de estrés salino depende en gran
parte de elevadas concentraciones de glucosa en el medio de crecimiento
y la oxidacién de los acidos grasos en los peroxisomas se convierte en
limitante al agotarse el azucar. Por lo que el estrés salino demanda un
flujo glicolitico elevado para una correcta adaptacién o de lo contrario
interferira con la degradacién glicolitica de los azucares. Elevada salinidad
induce la producciéon de glicerol como mayor osmoprotector de las células
de levadura (Hohmann, 2015), lo que desvia los intermediarios glicoliticos
hacia su sintesis. Como consecuencia, otras fuentes de carbono
fermentables menos eficientes interfieren fuertemente con la biosintesis
de glicerol y la adaptacion y resistencia al estrés salino (Vanacloig-Pedros

et al.,, 2015).

Por otro lado, concentraciones moderadas de NaCl interfieren con la
captacion de glucosa en los cultivos de levadura (Wei et al., 1982), y los
genes de los transportadores de azlcares estan entre los genes mas
inducidos en respuesta a estrés salino (Posas et al., 2000); (Rep et al.,
2000). Como consecuencia, el metabolismo peroxisomal debe ser
rapidamente reforzado, lo que comienza con la movilizacion de los acidos
grasos desde las particulas lipidicas a través de la enzima inducible acil-
CoA graso sintetasa Faal. Es importante destacar que ademds de la
induccion comentada a través de Adrl, FAAI también estd regulado por el

factor de transcripcion Skol dependiente de Hogl (Proft et al., 2005). Para
164



Discusion

mantener una tasa de respiracién elevada, se estimula la produccién de
acetil-CoA en los peroxisomas y éste se transporta a la mitocondria. El
paso limitante durante la adaptacion a estrés salino es la introduccidn de
acetil-carnitina a la mitocondria, hecho que se ha demostrado debido a
gue la expresién del transportador de carnitina mitocondrial se induce

fuertemente ante condiciones de estrés salino (Timon-Gémez et al., 2013).

Los peroxisomas pueden interactuar fisicamente con la mitocondria
en levadura (Mattiazzi Usaj et al., 2015); (Shai et al., 2016) y en definitiva
el porcentaje de colocalizacion refleja el grado en que el metabolismo
peroxisomal esta acoplado directamente a la respiracion mitocondrial. En
experimentos de colocalizacién entre peroxisoma y mitocondria en
nuestro laboratorio (Espi-Bardisa, Manzanares-Estreder, Pascual-Ahuir,
Proft; datos no publicados) se ha podido mostrar que existe una tendencia
de los peroxisomas a asociarse de una manera mas eficiente con la red
mitocondrial ante condiciones de estrés salino, lo que en definitiva indica
la necesidad de un estrecho acoplamiento de la B-oxidacién peroxisomal
con la mitocondria ante estas condiciones de estrés. Ademas, el
incremento de la actividad de la respiracion mitocondrial causado por
estrés salino, concretamente la actividad del complejo Il, depende de
peroxisomas funcionales (Espi-Bardisa, Manzanares-Estreder, Pascual-

Ahuir, Proft; datos no publicados. 2016).

En conjunto, este estudio demuestra que la adaptacion a estrés
ambiental incluye la modulacién dinamica de la actividad peroxisomal y su

biogénesis para adaptar el metabolismo energético celular. En la figura 58,
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se muestra un esquema general de todos los resultados comentados a

nivel peroxisomal en el presente trabajo y su relacién con el estrés salino.
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Particulas 6
lipidicas
Acidos grasos

j
|

3 < Adrl
Acil-CoA graso Captacién

de
PB-Oxidacion
peroxlsomal

Proliferacion
peroxisomal

O 7 DO

0]
&

ge,

Res13) l

@ Acetil-CoA Gliceraldehido-3-P » Glicerol

Skol Piruvato

ESTRES SALINO Carnitina Carflitina

Carnitina Acetil- Piruvato

\/Carnitina
CoA ~~ T Acetil-CoA
Matriz \ CICLO DE KREBS
mitocondrial

N\ RESPIRACION

Figura 58. Modelo de la regulaciéon del metabolismo peroxisomal en respuesta a
estrés. La figura muestra como en respuesta a estrés salino, la glicdlisis se desvia hacia la
biosintesis de glicerol a través de la activacion de la MAP quinasa Hogl y del factor Hot1.
Esta desviacién del flujo glicolitico, entre otras causas, puede contribuir a la activacion de
rutas alternativas para la obtencion de energia. En este caso, gracias a la liberacién de
acidos grasos a partir de reservas internas (particulas lipidicas), se introducen en los
peroxisomas para metabolizarse y aportar el acetil-CoA a la mitocondria, necesario para
suplir el defecto energético causado. Ademads, el estrés salino activa los genes del
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metabolismo peroxisomal via Hogl y Adrl y se estimula la proliferacién peroxisomal a
través de la ruta retrégrada y la activacion de las dinaminas Vps1ly Dnm1.

Por otro lado, en cuanto al metabolismo de esfingolipidos, en
nuestro grupo de investigacion se habia visto previamente que el estrés
salino provocaba un cambio en la actividad mitocondrial (Pastor et al.,
2009); (Martinez-Pastor et al.,, 2010). Proteinas localizadas en la
membrana externa mitocondrial como Hfdl, Om14, Rdl1 o Mcrl se
acumulaban especificamente en este organulo ante estas condiciones de
estrés (Martinez-Pastor et al., 2010). La activacién de la expresién de los
genes correspondientes en respuesta a estrés salino depende de la MAP
quinasa Hogl, asi como de los activadores Msn2 y Msn4 para los genes
OM14, RDL1 y MCR1 (Ruiz P., Pascual-Ahuir, Proft; resultados no
publicados. 2012). Una importante funcién de la modulacién de la
actividad mitocondrial durante el estrés salino es el mantenimiento de la
homeostasis de ROS (Pastor et al., 2009). Ya se observo que la ausencia de
Rdl1 o Hfdl provocaban un aumento de las ROS en respuesta a estrés

salino (Manzanares S. TFC. Resultados no publicados. 2012).

La proteina Hfd1 es una aldehido graso deshidrogenasa, que cataliza
la conversion de hexadecenal a acido hexadecenoico en la ruta de
degradacion de la esfingosina-1-fosfato (Nakahara et al., 2012). Algunos
esfingolipidos, como la ceramida, pueden inducir la muerte celular
programada en eucariotas superiores y la disfuncion mitocondrial en

levadura (Patwardhan et al., 2016); (Spincemaille et al., 2014).

En este trabajo se ha investigado el papel de intermediarios de la

degradacion de estos esfingolipidos en la respuesta a estrés y en la
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induccion de la muerte celular. Los resultados de los ensayos de consumo
de oxigeno y de medida de las ROS intracelulares de diferentes mutantes
de la ruta de degradacién en estudio, sugieren que Hfd1, que es la enzima
que metaboliza el hexadecenal, tiene una importante funciéon en la
modulacion de la actividad mitocondrial. Los estudios de la morfologia
mitocondrial y de la fragmentacion producida en el mutante Ahfd1, asi
como de la sobreexpresién de Dpll, indican que el hexadecenal parece

regular la funcion mitocondrial y la viabilidad celular.

Los ensayos de adicién externa de intermediarios de la ruta de
degradacion de la esfingosina-1-fosfato, han mostrado que la modulacién
del metabolismo de esfingolipidos induce la muerte celular mitocondrial
en levadura. En nuestro grupo de investigacién, se ha visto que la
induccion de la expresion de Bax en levadura provoca muerte celular de
manera sinérgica a la adicion externa de hexadecenal. Y por otro lado, Ia
expresion del antiapoptético humano Bcl-x. protegia de la muerte celular
inducida por el hexadecenal (Calatayud, Proft, Pascual-Ahuir; datos no

publicados).

Por ello, parece ser que el hexadecenal induce muerte celular a
través de miembros de la familia de proteinas Bcl-2. Este resultado se ha
visto reforzado por el hecho de que Bax parece ser un inductor de la
muerte mas eficiente en células que no metabolizaban el hexadecenal al
carecer de la enzima Hfd1. Las proteinas Bcl2 como Bax promueven la
muerte celular en levadura de modo que puede ser modulado por los
productos de la ruta de degradacion de esfingolipidos como el

hexadecenal. Aunque, segun los resultados mostrados, el ortélogo de Bcl-2
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en levadura, Ybh3, que tiene propiedades pro- y anti-apoptdticas (Buttner
et al., 2011); (Cebulski et al., 2011), no es el ejecutor de la muerte celular
inducida por el hexadecenal. Por lo tanto desconocemos cuales son las
propias proteinas de levadura que se encargan de la posible

permeabilizacion mitocondrial activada por hexadecenal.

“Escenario anti-apoptotico” “Escenario pro-apoptotico”
ER Estrés
Cer-—\ /
DHS1-P HOG
HDA
ER
AD Hid1 Cer / &-4 -
DMHS‘1-P ision (Dnm1)

Muerte celular(Bax)

HX
"'D-X*HD HD

i _ HD
Mitocondria \
Cer = Ceramida
DHS1-P = Dihidrosfingosina-1-P Mitocondria

HD = Hexadecenal
HDA = Acido hexadecenoico

Figura 59. Modelo de la regulacion del metabolismo de esfingolipidos en
respuesta a estrés. La figura muestra como las células, en condiciones normales
(escenario anti-apoptdtico), la proteina Hfdl metaboliza el hexadecenal en regiones
cercanas a la mitocondria y el complejo ERMES. Ante condiciones de estrés salino, en que
se induce la ruta HOG, se activa a su vez la ruta de degradacion de esfingolipidos a través
de Hogl. Esta activacion, asi como una deficiencia en Hfd1, provoca una acumulacién de
hexadecenal que produce un descenso en el consumo de oxigeno, la fision mitocondrial a
través de Dnm1y la muerte celular a través de la proteina Bax humana.
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Estos resultados, en conjunto, sostienen la idea de que niveles
elevados de hexadecenal en la mitocondria favorecen la accién
proapoptoética de Bax y como consecuencia promueve la permeabilizacion
y fragmentacién de la membrana externa mitocondrial (véase modelo en
la figura 59). En este modelo, la enzima Hfdl podria contrarrestar la
acumulacién de hexadecenal en la mitocondria y prevenir la induccion de
la muerte celular. En este sentido, seria importante en futuros estudios
poder determinar los niveles intracelulares de hexadecenal y sus posibles
cambios en condiciones de estrés o diferentes mutantes. No es una tarea
facil por las pequefias concentraciones intracelulares de este tipo de
metabolitos y por la reactividad del hexadecenal como aldehido graso. Sin
embargo, el desarrollo de metodologia analitica mas sensible para
cuantificar hexadecenal en extractos celulares podria permitir este tipo de

estudio (Neuber et al., 2014).

El complejo ERMES, como ya se ha comentado, une a la mitocondria
y al reticulo endoplasmatico en regiones especificas. Hfd1l parece que
colocaliza con determinadas subunidades de dicho complejo. La
localizacion puntual de Hfd1l en lugares cercanos a la mitocondria y de
forma puntual, se ve modificada en mutantes del complejo ERMES. Lo que
lleva a pensar, que el complejo ERMES debe estar involucrado en la
distribucién del hexadecenal a lo largo de la mitocondria y condiciona la
localizacion de Hfd1l. Ademds, debido a la toxicidad producida por el
hexadecenal en mutantes ERMES, se necesita una distribucién normal de
Hfd1 en la mitocondria para contrarrestar la muerte celular inducida por el
hexadecenal. Ademas, los contactos entre reticulo endoplasmatico y

mitocondria son marcas para la fision mitocondrial mediada por Dnm1l
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(Friedman et al., 2011), y ERMES se ha visto implicado en este proceso
(Murley et al.,, 2013). Por lo que una transferencia localizada de
hexadecenal desde el reticulo endoplasmatico a la mitocondria en

regiones especificas, podria inducir la fragmentacion del organulo.

En definitiva, la quinasa activada por estrés Hogl estd involucrada en
la induccidn génica de las enzimas del metabolismo de esfingolipidos. Esta
activacion podria llevar a la acumulacién de intermediarios bioactivos,
especialmente el hexadecenal, en la mitocondria. En ausencia de
detoxificacion por la enzima Hfd1, se induce la muerte celular mitocondrial
al favorecer la actividad de proteinas proapoptéticas como Bax (figura 59).
Ademas, el estrés hiperosmatico y salino, se sabe que inducen la apoptosis
mitocondrial en levadura (Huh et al.,, 2002); (Silva et al., 2005). En este
contexto, Hogl activada por estrés podria llevar a una disfuncion
mitocondrial por la activacidon de la degradacién de esfingolipidos. Este
modelo, se relaciona con resultados anteriores en los que la activacién de
Hogl afecta a la respiracién mitocondrial, incrementa la produccion de

ROS e induce la muerte celular (Vendrell et al., 2011).

Es importante resaltar que la funcién (activada por estrés) del
hexadecenal de induccién de la muerte celular que se muestra en el
presente trabajo, se ha visto ademas en eucariotas superiores. La adicidon
de hexadecenal a mitocondrias murinas induce una permeabilizacion de la
membrana externa (Chipuk et al., 2012), lo que se ha postulado como una
induccion temprana e irreversible de la muerte celular via mitocondrial

(Renault and Chipuk, 2013).
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El hexadecenal es un potente activador de apoptosis en ratdén y en
lineas celulares humanas (Kumar et al., 2011). Este trabajo sugiere que la
modulacion de la actividad mitocondrial y la induccidn de la muerte celular
por hexadecenal es una caracteristica conservada de las células eucariotas.
Ademas, rutas de seializacidn activadas por estrés, como HOG, estan
implicadas en la regulacion de la degradacién de esfingolipidos, lo que

puede ser decisivo para la entrada en rutas de muerte celular.
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Las conclusiones que se extraen del presente trabajo son:

o La funcion peroxisomal es crucial para la adaptacion a estrés

salino, especialmente en condiciones de ayuno de glucosa.

o La activacién de la MAP quinasa Hogl por estrés,
desencadena la induccion de genes que codifican enzimas para la
activacion, importe peroxisomal y B-oxidacion de los acidos grasos, a

través del activador transcripcional Adr1.

o El estrés causado por los iones Na* y Li*, provoca un
incremento del nimero de peroxisomas por célula, de manera
independiente de Hogl, pero dependiente de la ruta retrégrada y de las

dinaminas Dnm1y Vps1.

o La fuerte activacion de Faal, localizada en particulas
lipidicas y peroxisomas indica que la adaptacién a estrés salino requiere
un incremento de la movilizacién de los acidos grasos de las reservas

intracelulares de acidos grasos.

o La produccion de hexadecenal en la ruta de degradacion de
esfingolipidos de levadura, a través de Dpll y su degradacién a través

de Hfd1, es critica para la funcion mitocondrial y la muerte celular.

o Intervenciones genéticas que favorecen la acumulacion de
hexadecenal, disminuyen el consumo de O, de las células e
incrementan la produccion de ROS y la fragmentacidon mitocondrial, y a

la inversa.
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o La localizacién de Hfd1, es puntual en lugares cercanos a la
red mitocondrial y esta localizacion depende de un complejo ERMES
funcional, lo que indica que la modulacién de los niveles de
hexadecenal en lugares especificos de contacto entre el reticulo
endoplasmatico y la mitocondria podria ser un importante

desencadenante de la muerte celular.

o La ausencia de Hfd1, favorece la muerte celular inducida por

la proteina Bax humana.

o La induccion de la ruta de degradacidn de esfingolipidos en

condiciones de estrés, esta controlada por la MAP quinasa Hogl.

o La modulacidn de la degradacion de esfingolipidos regulada
por estrés, podria ser una via conservada para inducir la muerte celular

en organismos eucariotas.
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Tabla 1:

Tablas suplementarias

GEN

Secuencia de oligonucleétido 5'-3’

Descripcion

ACT1
ACT1

FAT1
FAT1
PEX3
PEX3
LCB4
LCB4
LCBS
LCBS
DPL1
DPL1
HFD1
HFD1
YDC1
YDC1
AUR1
AUR1
LAG1
LAG1

RT-PCRy ChiP
AAGGAAATCACCGCTTTGG
GGACCACTTTCGTCGTATICT
GGCAATTACAGGCAGTTGGT
CCCGTAGCTTCGTCCTCTC
ACCGTTTAACCCGAAGGAAA
TCAACTTCCGCTCCCAAA

TTGGGAATTATGGAACAAAAAGA

AATTCAATGCCAACCAAACC
AAGTTTGCCGCAATAATCCA
TTCGAAACCTCTACCGAGCA
TTGACGGTTATGGTTGGTCTC
CCACTCTTGGCTGGTTTGTT
TGCTGAAATCGAACCACATC
GAGCCCAGCTGCCTAAATC
GCCTTCCAAAAGAGGGAAAC
TTATGGGTAGCACCAGAACC
AAGGCTCGGTTGTCGTTTTT
GATTTTGCCTGCGATAGTTTT

TTGGGAATTATGGAACAAAAAGA

AATTCAATGCCAACCAAACC
AAAGCACCCAGAGGTGAAAA
TCGAATCCTTGTAGCCCATC
TAAACCGGTGGGTATTGTGG
GCTGTTGCGATCATCTCTTTG
CTTTAATTTTTGGGCGGATG
CTTTAATTTTTGGGCGGATG
GCCCCTATTTGTTAAATTTGTTG
TTCATAGCGCTTGTAATICTTG
AAATGGCAGTTTTCGCTATGT
GAGTGGCCAGGTATTCGTTC
CCAGTGACAAGAATGACACCA
AGGAAACTTTTCACCATCCA
AAAGCTAGGGAACGGCTTGT
GCCATTTCTCAGTAACGTCTTG
CAAATTCTAAACCATCCCCAGA
CGTCTAGGAATCCCACAATCAA
ATTGGAATGATTTTACCCTTTTT
CCCACTTGTTATTGCCATTTCT
TTTTGACCGGTACTGGTGTCT
AGGGAAAAATCCCCACCTC
TGGCTGCAGATTCAAACGA
CGGACGAACGAGAAACAGA
AATACAAATGTTGGATTTCGTTG
TCACTTCTTTCGTCCTTTTGG

Cebadordirecto paraRT-PCR
Cebadorreverso paraRT-PCR
Cebadordirecto para RT-PCR
Cebadorreverso para RT-PCR
Cebadordirecto paraRT-PCR
Cebadorreverso paraRT-PCR
Cebadordirecto para RT-PCR
Cebadorreverso para RT-PCR
Cebadordirecto para RT-PCR
Cebadorreverso para RT-PCR
Cebadordirecto para RT-PCR
Cebadorreverso para RT-PCR
Cebadordirecto para RT-PCR
Cebadorreverso para RT-PCR
Cebadordirecto paraRT-PCR
Cebador reverso para RT-PCR
Cebadordirecto para RT-PCR
Cebadorreverso para RT-PCR
Cebadordirecto paraRT-PCR
Cebador reverso para RT-PCR
Cebadordirecto para RT-PCR
Cebadorreverso para RT-PCR
Cebadordirecto paraRT-PCR
Cebadorreverso paraRT-PCR
Cebadordirecto para RT-PCR
Cebadorreverso paraRT-PCR
Cebadordirecto para RT-PCR
Cebadorreverso para RT-PCR
Cebadordirecto paraRT-PCR
Cebadorreverso paraRT-PCR
Cebadordirecto para RT-PCR
Cebadorreverso para RT-PCR
Cebadordirecto para RT-PCR
Cebadorreverso para RT-PCR
Cebadordirecto para RT-PCR
Cebadorreverso paraRT-PCR
Cebador directo para RT-PCR
Cebadorreverso para RT-PCR
Cebadordirecto paraRT-PCR
Cebadorreverso para RT-PCR
Cebadordirecto para RT-PCR
Cebadorreverso paraRT-PCR
Cebadordirecto para RT-PCR
Cebadorreverso para RT-PCR
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Tablas suplementarias

GGTGCAAGCAAGTACGAATG Cebadordirecto para RT-PCR

TITGTATTGATAGGCGCTTTG Cebador directo paraRT-PCR

ATTCATTTGTGCCGTTGCTT Cebadordirecto para ChiP

AGGCAGCCTGATCCATACC Cebadordirecto paraChlP

FAA1 CCCATCGCATATCAGGAGAA Cedor directo paraChlP

TGCAATTAATGTTCTTTCGTCTTT
ECI1 TCGTCATCTGCAACTGTTCTTT Cebadordirecto paraChiP
CTGCACTGGCAAAACAGAAA Cebadordirecto par chip

Diseio de construccione:

GTTGGAACTCATTAGCGTACTGTATGGCCTGGTTACCGT Cebadorreversoparala
AGTCCGGCATAGGCCACTAGTGGATCTG disrupcion de Hogl

HOG1

Control negativo disrupcién Hogl
(reverso)

HOG1 GTCTACGGCATCAGGTTCGAC

Cebadordirecto comprobacion
cassette disrupcion Hogl

HOG1 GGGAGGATCTTCGAAGGGAA

AATGAGATATTCAAAATCTCATCAGAAAGAGTTGAGTA  Cebadorreverso para el marcaje

ADR1
CTGGGACACTATAGGGAGACCGGCAGAT con HA o myc de Adrl

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA G
FAA1 Zass i SCAGOCTGETISET Cebadordirecto Faal Gateway
CAATATACCGTTCC

Cebadordirectoclonde entrada
pDONR

Mi3 GTAAAACGACGGCCAG

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGAGTGA
DPL1 Cebadordirecto clonaje Dpll
GTATCAAATAAAACAG

RTG1 CAAAAAACACTAGATAGTGAACCAAAAGAAAGCACAAC Cebadordirectoparala

ACCAAACCAGCTGAAGCTTCGTACGC disrupcion de Rtgl
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RTG1

RTG2

RTG2

RTG2

CGAGGAGGAGTGCACCATC
CTTTACTAAGGATTGTTTTGAACGAAAAGTGTAGGCGT
GCCACAACAGCTGAAGCTTCGTACGC
AAGGATTTCGTATTTATTGTTCAAGTATTTAAAGACTAG
ATGTCTGCATAGGCCACTAGTGGATCTG
TCACATGACCGCGATAAGCG

Tablas suplementarias

Verificacion disrupcion Rtgl
Cebadordirecto parala
disrupcion de Rtg2
Cebadorreversoparala
disrupcionde Rtg2
Verificacion disrupcion Rig2

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados en el presente trabajo.
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