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Introduccién

La homeostasis de iones intracelular es fundameatal la fisiologia de las células. La
regulacion del flujo de iones es necesaria paratenan la concentracion de iones
toxicos baja y para la correcta acumulacion des@senciales. Las células de hongos y
plantas estan dotadas de un transporte primaricoattediado por HATPasas, y un
transporte secundario mediado por canales y csgoatadores, para mantener un
adecuado ratio KNa" en el citosol. La homeostasis de los iones yKNa es
fundamental para la actividad de muchas enzimasnpi€n para otros procesos como
el mantenimiento del potencial de membrana y lxwa#a turgencia y volumen de la
pared celular (Zhu, 2003).

1.1 LevaduraSaccharomyces cerevisiae como organismo modelo

Uno de los sistemas mas utilizados para estudiaaredporte de iones es la levadura de
panaderiaSaccharomyces cerevisiaBs un sistema eucariota, con una complejidad
superior a la de la bacteria pero compartiendoetlarmuchas de sus ventajas técnicas.
Ademas de su rapido crecimiento, dispersion decéadas y facilidad con la que se
replican cultivos y se aislan mutantes, destacasposencillo y versatil sistema de
transformacién con ADN exdgeno. Por otro lado,Useacia de patogenicidad permite
su manipulacién con las minimas precauciones.

Una ventaja adicional de este microorganismo cten&ls que se conoce la secuencia
completa de su genoma y se mantiene en constavitgdre Ello ha permitido la
manipulacion genética de los casi 6600 genes gdidica el genoma de levadura, el
disefio de micromatrices de ADN y poder realizandies a nivel de todo el genoma y
proteoma del organismo. Entre otros muchos aspedesla expresién génica,
localizacion de proteinas y la organizacion funalatel genoma y el proteoma.

La maquinaria molecular de muchos procesos cehilggeencuentra conservada tanto
en levadura como en plantas y en mamiferos. Esttustea con el hecho de que,
rutinariamente se han introducido genes de euearistiperiores en levadura para el
analisis sistematico de su funcion.

Por estas razoneS. cerevisiaese ha convertido en una importante herramienta de
analisis molecular, proporcionando un punto deigenpara el analisis de organismos
eucariotas mas complejos. Al ser un organismo lurérecon una tasa de crecimiento
rapida, la levadura se puede utilizar para losdestude células que resultarian muy
complicados o costosos en organismos multicelulares
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1.2 Transporte de iones en levadura

Los cationes de metales alcalinos tienen un papegbitante en fisiologia celular por
ser los principales responsables de crear el amebi@nico en el que se llevaran a cabo
todos los procesos moleculares en el medio inteelalar. Esto explica que los
mecanismos que regulan su homeostasis despertardarés de los cientificos en los
albores de la fisiologia celular, y posteriormemtgvel de biologia molecular.

Aunque la mayoria de las levaduras no encuenttas @ncentraciones de sodio en sus
habitats naturales, se pueden enfrentar a situegien las que aparezcan cantidades de
sodio en el medio. En estas circunstancias, lagasélisan una gran cantidad de energia
para acumular grandes cantidades intracelular&s gemantener baja la concentracion
citosolica de N& El potasio es necesario para muchas funcionesofigcas, como la
regulacion de la célula, su volumen y el pH inthalee, el mantenimiento de la
estabilidad, el potencial de la membrana plasmat&caompensacién de las cargas
negativas en muchas macromoléculas, la sintesigprdeinas y la activacion
enzimatica.S. cerevisiaees capaz de crecer en presencia de una amplia dama
concentraciones externas dé®0uM a 2,5 M) y N& (< 1,5 M). Algunas especies no
convencionales de levadura son halotolerantedopguie pueden crecer en medios casi
saturados de sal.

Para mantener una Optima concentracion intracelldafones de potasio y el ratio
intracelular K/Na" alto y estable, las células de levadura empleas éstrategias
distintas: (1) la discriminacion estricta entre iamas de metales alcalinos
(transportadores que muestran mayor afinidad ppo&sio que por el sodio), (2) un
eficiente flujo de salida de sustancias téxicagpegavit de cationes en las células, y (3)
el secuestro selectivo (compartimentacion) de oaticen los organulos (Rodriguez-
Navarro, 2000).

Aspectos generales de la homeostasis de cationes deetales alcalinos.

El alto contenido de potasio en las células de desa corresponde al estado
estacionario entre la entrada y la salida del flejola membrana plasmatica, esta
circulacion continua es necesaria para las funsiofisiolégicas basicas. La
coordinacién entre la entrada de potasio y logmsias de flujo de salida son necesarios
para el mantenimiento del potencial a través dadmbrana plasmatica. Considerando
que la ausencia de los sistemas de captacion dsi@pgirovoca una hiperpolarizacion
de la membrana plasmatica, y la supresion de lstensas de salida causan una
despolarizacion.

En presencia, de baja concentracion extracelulandm, la via de captacion de potasio
domina la de sodio. Cuando el ratio "M& extracelular supera un valor de 700:1
(Rodriguez-Navarro and Ramos, 1984) el sodio efgriorma significativa, y sustituye
al potasio. La concentracion intracelular de casownle potasio ef. cerevisiaeen
condiciones de crecimiento normales varia de 2800amM (dependiendo de la cepay
del medio) y disminuye con la entrada de sodio. peonto como la concentracion
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intracelular de Nase aproxima a la de'Kel crecimiento de la célula se inhibe, y con el
aumento de sodio las células mueren. Para sobrewivas altas concentraciones
externas de sodio, las células deben hacer freldepardida de agua causada por el
choque osmoético. Ademéas de la participacion despamadores de membrana
plasmatica, antiportadores intracelulares, pridoipate Vnx1 y Nhx1, desempefian un
importante papel en la disminucion de la conceitiracitosélica de Naya que ayudan

a secuestrar cationes toxicos de sodio en la vacdohde el suministro intracelular de
potasio se mantiene normal. El transporte y el edmamiento de los cationes de
metales alcalinos en la vacuola sirven no solo psegurar concentraciones éptimas de
potasio o disminuir la cantidad de sodio téxico encitosol, sino también para
compensar las cargas negativas de polifosfatoilaes (Klionskyet al, 1990).

Transporte a nivel de membrana plasmatica.

La captacion de potasio.

Los genes que codifican los dos transportadoregipeles implicados en la captacion
de potasio ers. cerevisiaeson: TRK1y TRK2 (Gaberet al, 1988, Koet al, 1990).
TRK1(YJL129c) fue el primer gen aislado y estudiade gadifica un transportador de
K™ en células eucariotas y fue clonado gracias a gactdad para suprimir el defecto
del transporte de potasio en células mutanteBRifl en levaduraTRK1 codifica una
proteina de membrana de 180 KDa, constituida p85 &2ninoacidos, para los cuales el
analisis de hidrofobicidad predice 12 dominios gtraviesan la membrana (Galstr
al., 1988). Mas tarde fueron identificados ortdlogegRK1en otras levaduras, hongos
y plantas superiores (Rodriguez-Navarro, 2000)1TRig. 1), es una proteina integral
de la membrana plasmaética localizada en unos dosanriquecidos con glicolipidos
formando una plataforma para el transporte dedfpidproteinas.

TRK1no es esencial €d. cerevisiaelLas células haploides que contienen un alelo, nulo
queda reducida su eficiencia de la actividad dmigporte de potasio (Gabet al,
1988). En cambio, células silvestres crecen a cara@ones bajas de potasio y tienen
un transporte con alta velocidad y afinidad pdiyKRb". Los mutantesrkl muestran un
problema de crecimiento a bajas concentracionepoti&sio debido a la perdida de
eficiencia del transporte de’ KArifio et al, 2010).

TRK2 (YKRO50w) es el segundo gdrRK en S. cerevisiae Codifica una proteina mas
corta (889 aminoacidos) y un 55% de identidad cddl En su secuencia. También
contiene 12 supuestos dominios transmembranaefkad, 1990), cuya identidad a los
de Trkl se eleva al 70- 90%. La diferencia prinicgrdre las proteinas Trkl y Trk2 se
encuentra entre el primer y el segundo dominio. TEkl, el bucle contiene 642
aminoacidos mientras que en Trk2 el segmento Elirlr es mucho mas corto (326
aminoacidos). Curiosamente, la mayoria de los gatmdificados en otras Trk de
levaduras estan mas estrechamente relacionaddRithque conTRK1

Existe una relacion entre los gedRK y los diferentes tipos de transporte de potasio.
En una cepa silvestre, la mayoria de los flujopatasio estan mediados poRKY, el
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cual puede trabajar como un transportador de abaj@ afinidad en funcién de las
condiciones de crecimiento y el estado de potasia délula. Asi, las células silvestres
con crecimiento sin limitaciones de potasio mog&rael transporte de baja afinidad,
pero después de un ayuno de este elemento aabsaistemas de alta afinidatRK2
puede transportar también potasio con una altédafin pero este gen esta muy poco
expresado en condiciones normales. Su actividadesafectada por la presencia de
TRK1 Finalmente, en cepas que carecen de los doptraadores, se hace evidente la
existencia de un transporte de potasio ectopidmgeafinidad (Madriet al, 1998).

Junto con el sistema de transporte de potasio depda deTRK existe un sistema de
transporte de baja afinidad denominado NSC1 (daeapecifico de cationes) (Fig. 1).
Este transporte fue identificado a nivel electiofégico en células mutantes para los
genesTRK1y TRK2 EIl gen responsable de este transporte no haidgificado
todavia, aunque este canal parece explicar loeeposcde asimilaciéon de potasio de
muy baja afinidad en dichos mutantes. Su activideta bloqueada por una
concentraciéon milimolar de calcio y otros iones dliebs divalentes. Se desbloquea al
disminuir la cantidad extracelular de metales dintds libres por debajo de Pl y es
independiente de otros transportadores de potasio @ok1, Trkl y Trk2. Este podria
rectificar la inhibicion del crecimiento de la lelkaa producida por la interrupciéon de
sus transportadores de potasio. Mas tarde, fueupstp como la ruta principal de
captacion de iones potasio de baja afinidad erdle@a Los factores que suprimen el
canal NSC1 son la alta concentracion de calcia pkj extracelular, higromicina B vy,
en menor medida, tetraetilamonio (Bexttlal, 2002). Aunque no es descartable que este
supuesto canal sea el resultado de la contribud@rdiferentes canales de forma
inespecifica.

Salida de potasio.

La existencia del flujo de salida de potasidsercerevisiase conoce desde hace mucho
tiempo. Existen al menos tres transportadores atifes en condiciones fisioldgicas.

Dos de ellos fueron inicialmente identificados cosiemas de salida de sodio, pero
también son capaces de mediar el transporte deip@inal y Nhal). El tercero, es el

anico sistema especifico de salida de potasi®. @erevisiaeTokl (Fig. 1).

Tok1 es el Unico canal presente en la membrananptasa de células de levadura que
transporta al exterior los iones de potasio (Argtoal, 2010). Se activa por la

despolarizacion de la membrana plasmatica y elasumulado en las células es
probablemente liberado con el fin de regeneraotnzial de membrana.

La captacion de sodio.

En el genoma de levadura no aparece ningun tra@asioorespecifico de sodio. El
cation entra de forma significativa en la céluléossi hay una elevada concentracion
externa. El sodio inhibe competitivamente la cadptacde potasio en las células
silvestres y por tanto Trk1 podria aceptar y trarsp tanto N& como K, aunque con
una afinidad mucho mas baja. Sin embargo, la ioidibipor N& podria ser indirecta,
consecuencia de la despolarizacion de la membrahBlg podria entrar por el NSC1.
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Salida de sodio.

Para mantener una baja concentracion de cationssdile citosodlica toxico, las células
de S. cerevisiaeiltilizan dos tipos de sistemas de salida en su meeratplasmatica. A

pesar de que estos sistemas se complementan ieatrduncion de la desintoxicacion,
difieren en el mecanismo de transporte y regulageambos (Fig. 1).

Ena ATPasagEfflux of sodium). Son ATPasas tipo P acopladée laidrélisis de ATP
para el transporte de cationes en contra de gtadatactroquimico, son capaces de
extruir N&, Li* o K. En S. cerevisiaéhay una repeticion en tdndem de genes ENA,
pero le primer genENAJ), es el mas importante para la tolerancia de s@liololphet

al., 1995).

Antiportador Nhal El antiportador Nhal es el responsable del crieaim de células
con altas concentraciones de KCl y NaCl en valdeepH acido externo. Ademas tiene
un papel fundamental en la expulsién de iones sgdpmtasio gracias al potencial
creado por la entrada de protones. Tiene otrasdnes como el mantenimiento del pH
intracelular, la regulacion del ciclo celular, eblvmen celular, o el potencial de
membrana (Proft and Struhl, 2004).

Es probable que en todas estas funciones fisi@ségiel antiportador Nhal esté
vinculado a la actividad de Trkl y Trk2, como sedeanostrado que la supresion de
Nhal afecta a la cinética de la captacion de potisialta afinidad a través de sistemas
Trk y, viceversa, que la supresion de Trkl y Trle2cdmo resultado un flujo de salida
de potasio disminuido.

Transporte intracelular de cationes.

La concentracion de cationes de metales alcalivagr@ de las células de levadura no
es homogénea. Hay una diferencia en la concentrabgdsodio y/o cantidades de
potasio en el citosol y en organulos individualesnecesidad fisiologica del transporte
de cationes de metales alcalinos a través de lasbraeas de los organulos esta
conectada al mantenimiento de la homeostasis @sipog la desintoxicacion de sodio
en el citosol, asi como a la regulacion del pH yvelumen. Existen diversos
mecanismos de intercambio de protones descritasi@no organulos. El producto del
gen MDM38 (conservado en eucariotas) se localiza en la nambmitocondrial
interna y es indispensable para el intercambitHK En la vacuola encontramos al
antiportador Vnx1, en el endosoma a Nhx1 y en atap de Golgi a Khal.
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Todos estos transportadores vistos hasta ahoraguetlejados en la tabla 1 y en la
figura 1.
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Figura 1. La membrana plasmatica y el transporte intraceligacationes eB. cerevisiadArifio et al,
2010).

TABLE 1. Alkali metal cation transporters in 8. cerevisiae

Namg ORF YETI no®  Localization® Tral;genner Lengith (aa) No.of TMS  Substraie specificity” Main function

Trkl YJLI2%:  2.A382.1 M Uniporter 1,235 12 K", Rb" K" uptake

Trk2 YKROS0w 2.A3821 PM Uniporter 889 12 K'. Rb" K* upiake

Tokl YIL093: 1.A07I1 PM Channel 691 10 K’ K" efflux

Enal YDRO40c 3.A391 M ATPase Lo91 10 Na', Li", K*, Rb™ Detoxification

Nhal YLRI3fw 2.A36.4.1 PM Antiporter 985 12 K", Na™, Li", Rb" K" efflux

Pho89 YBR296c 2.A2022 PM Symporter 574 mn Na', I P; uptake

NSC1  Not known PM Channel  Not known Not known Monovalent + Not known
bivalent cations

Khal YILO%4c 2A3741 GA Antiporter 873 12 KoLt Nat Detoxification

Nhxl YDR456w 2.A36.2.1 LE Antiporter 633 (7 Na', Rb*, K", Li" Detoxification, vesicle

trafficking
Vixl YNL32lw 2A19.Y17Z1 VAC Antiporter 908 13 Na™, K” Detoxification

S YETIL, Yeast Transporer Information (33, 36}, based on Transport Classification (TC) system (248).
“ PM, plasma membrane; GA, Golgi apparatus; LE, lare endosomes; VAC, vacuole.
“ Bold, preferred substrate; italic, substrate predicied from phenotypic observations.

Tabla 1. Transportadores de cationes de metales alcalim8s eerevisia€Arifio et al, 2010). Esta tabla
resume sus principales caracteristicas.
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1.3 H-ATPasa de la membrana plasmatica (Pmal). Funcion y
regulacion.

En plantas, hongos y otros organismos TadfiPasa (tipo P) es la principal responsable
del gradiente electroquimico y por ende, de la lustasis del pH y de cationes. El
medio intracelular en estos organismos se caraatpar altas concentraciones de iones
potasio y magnesio y bajas concentraciones de swdis, cloro, hidrogeno y calcio. El
medio externo, por el contrario, posee altas cdr@eiones de Na CI, H' y C&" y
bajas concentraciones dé KMg®* (Serrano and Villalba, 1993).

Figura 2. Esquema general de la membrana plasmética de élda ceucariota. Esta formada
principalmente por una doble capa lipidica, pr@sitransmembrana que actian como canales para el
transporte para la célula, proteinas globularéspl§pidos y glicoproteinas (Serrano and Villalk893).

Evolutivamente la HFATPasa podria haber surgido debido a la presilattsea creada
por la necesidad de controlar el pH intracelulargue la generacion de acidos por el
metabolismo anaerobio de las células primitivasld¢eia a acidificar el medio interno
celular. Por tanto, el desarrollo de una enzimazale expulsar protones supondria una
ventaja evolutiva. Y eso ocurrié con 13-ATPasa, anclada en la membrana y capaz de
expulsar protones a costa de la hidrdlisis dedsfédto de adenosina (ATP). Esta bomba
primitiva seria el origen de todas las demas AT&psateriores, capaces de transportar
otros iones monovalentes o divalentes de sodiaspmy calcio (Sussmaet al, 1989).
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CELULA VEGETAL

Figura 3. Los circuitos quimiosmoticos de las células eutas divergen segin hablemos de células
vegetales o animales. Los transportes activos getims se encuentran acoplados a la entrada de
protones (Serrano and Villalba, 1993).

Debido a la diferencia de potencial eléctrico, fasien el exterior y negativo en el
interior, se produce la entrada de protone§ @la célula a través de unos canales
proteicos abiertos en la bicapa lipidica. Esto pcavun aumento de potencial en el
interior celular que debe ser restablecido de @adomma para no dafar a la célula, es
aqui donde interviene la bomba de protones quizautlo energia en forma de ATP,
saca al medio extracelular KBriskin, 1990).

Aqui los transportes activos secundarios se en@rerdcoplados a la entrada de
protones, ya que durante este transporte se prddueetrada de potasio, azucares,
aminoacidos, etc. y la salida de calcio, succiyatctato entre otras, a través de estos
canales proteicos.

Modelo estructural de la H-ATPasa.

La cadena lineal de la’HFATPasa esta compuesta por 920-950 aminoacidogli@m
en la membrana celular y configura una estructuig compleja. En el modelo de la
figura 4 se destacan los dominios funcionales &tash, quinasa, inhibidor y
transmembrana) y los aminoacidos conservados (J.a V

El dominio inhibidor es el extremo carboxilico, ghlquea de forma regulable el
centro activo. El dominio quinasa cataliza la focita del intermediario fosforilado y
al dominio fosfatasa le corresponde catalizar diadtisis de dicho intermediario.
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LADO EXTERNO

‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘
2 Q

Hd e

LADO CITOPLASMICO

N7 DESPLAZAMEENTO
DEL DOMINIO INHIBIDOR
DOMINIO DOMINIO :
FOSFATASA 5 Khige™ COVABTELA SLTVAGION
S

~
PLEGAMIENTO
“IN VIVO®

DR 00005 30080,
N x}})‘)}' 2o D'}'}'j})) JD))DOJ}D J)—)D c
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Figura 4. Modelo estructural de la ATPasa de protones (8eraad Villalba, 1993).

Papel de la H-ATPasa en la homeostasis de cationes de metalesatihos.

La H'-ATPasa de la membrana plasmatica, codificada pgerePMA1y en adelante
denominada Pmal, es la responsable del gradientpratenes de la membrana
plasmatica de la célula (Ambest al, 2000). Es la proteina mas abundante de la
membrana plasméatica, muy estable y consume al mena8% del ATP celular. Su
actividad crea el gradiente electroquimico de predoa través de la membrana
plasmatica, el cual es indispensable para todositoportadores y antiportadores. La
actividad de Pmal esta estrechamente regulada aztiidad metabdlica y a las
condiciones fisioldgicas de las células, por ejemfa glucosa externa es un poderoso
estimulo que lleva a una rapida y fuerte activag®arrano and Villalba, 1993). Su
actividad también esta regulada de manera positiv@spuesta a la disminucion del pH
intracelular o el aumento de la captacion de poit&sicerevisiaeodifica una segunda
H*-ATPasa de membrana plasmatica, Pma2, que esdadé@itB9% a Pmal. Pma2 es
capaz de exportar protones, aunque sus propiedatisaticas difieren de las de
Pmal. Su expresion en condiciones estandar dentestd es mucho menor que la de
Pmal, lo que explica su caracter no esencial y siasa repercusion sobre la
homeostasis de cationes.

La actividad ATPasa es responsable, no solo deltenamiento del gradiente
electroquimico, sino que se ha demostrado quersglaciona con el pH intracelular, el
transporte de aminoéacidos y, lo que es mas relevaata los objetivos del presente
proyecto, con el crecimiento celular (Serrano anthMa, 1993). A nivel molecular no
tenemos ninguna pista de como la actividad de l&AFPasa es capaz de regular el
crecimiento celular. Toda la informacion disponistdre regulacion del crecimiento en
funcion de la disponibilidad de nutrientes o defads energético de la célula se
relaciona con la ruta de sefializacion dependieatta goroteina TOR. Ademas, Pmal
controla el crecimiento a través del pH intracel(®&errano and Villalba, 1993).
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1.4 Ruta TOR

TOR (Target olRapamycin, es decir, la diana de la rapamicinapnesproteina quinas
que constituye el nodo central de la altamente eawada sefalizacion que regule
crecimiento celular en respuesta a nutrientes, boasy estrés en eucario

La rapamicina o $dlimo es un antimicético obtenido a partir de umagestras d
Streptomyces hygroscopi. Se aislo en la isla de Pascua en 1970 y origeatense
utilizé como un agente antifingico efectivo corCandida albicansEn la década de
los 90 también se dadurié su propiedad como inmunosupresor efectivéagerapic
post trasplante (Vézinet al., 1975).Tiempo después, el medicamento mostrd efic
para combatir algunos canceres, al frenar la praliion celular y el crecimiento de
tumores.

OMe Me Me

Figura 5. Molécula de rapamicina.

TOR esun miembro de la familia PIK, una familia de serina/treonirproteina
guinasaxon homologia con fosfatidil inositol quini. Esta formada por dos comple
llamados TORC1 y TORC2. Estos son reguladorenciales del crecimiento celular

respuesta a nutrientes, hormonas y estrés (Wwigetet al, 2006).

TORC1 media el control temporal del crecimientaulzal por activacién de proces
anabdlicos como la biogénesis de ribosomas, sénfasiteica, trascripcion, y la
absorcion de nutrientes; y bloquea procesos catalsGhhibitorios como la autofagia
la protedlisis dependiente de ubiquitinac

Por el contrario, TORC2 media el control espacalatecimiento celular mediante
regulacion del citesquelet(Wullschlegeret al, 2006).

10



Introduccién

TOR es fundamental en la requlacion del crecimientolar

Sefiales de crecimiento
(nutrientes, ausencia de stress)

!

TOR

T

Fase G Programa de crecimiento

- Autofagia

- Acumulacion de glicégeno
- Reciclaje de las permeasas e
aminoacidos

- Transcripcion asociada a G
- Degradacion de AR

- Sintesis de proteinas

- Progresion del ciclo celular

- Organizacion del citoesqueleto
- Biogénesis de ribosomas y ARNt
- Transcripcion (glicolisis)

Complejos TOR: composicion, estructura y localizadin.
Los complejos TOR fueron originariamente descréosS. cerevisiae pero ahora
también han sido identificados en una gran variegaorganismos.

S. cerevisiae C. elegans [. melanogaster Mammals
TORC1

TOR1/TOR2 let-363 TOR-PA mTOR
KOG1 daf-15 Raptor-PA Raptor
LSTS C10H11.8 CG3004-PA mLST8
TCO89 - - -
TORC2

TOR2 let-363 TOR-PA mTOR
AVO1 - - -
AVO2 - - -

BITG1 - - -

LST8 C10H11.8 CG3004-PA mLST8
SLM1 - - -

SLM2 - - -
AVO3/TSC11 F29C122 Rictor-PA Rictor

Tabla 2. Listado de los componentes proteicos que formanctomplejos TORC1 y 2 en diferentes
especies (Stanfet al, 2009).

En S. cerevisiaeTORCL1 esta formado por Tor (Torl o Tor2), Kogst8.y Tco89
mientras que TORC2 lo componen Tor2, Avol, Avo26BiLst8, Sim1, SIm2 y Avo3.
Ademas de los componentes principales, ambos c@uaplpueden contener
subunidades especificas de cada especie (Satlarg2009).
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TORC1 fue caracterizado por ser inhibido por ragarmaj mientras que TORC2 es
insensible. Esto es debido a la capacidad del @ympipamicina con la proteina Fkbp
a unirse directamente a TORCL1 pero no a TORC2 @fil.oewithet al, 2002).

Figura 6. Fkbprapamicina (Dominio de unién a rapamicina).

Localizacion de los complejos TORC1 y TORC2.

La localizacion intracelular de TOR y sus compldjassido debatida muchos afios. En
S. cerevisiaese ha sugerido que TORC1 se encuentra en la perdferla membrana

plasmatica, en los endosomas, en la membrana acookn el nucleo. Los dos

complejos fueron encontrados en un fraccionamiego las membranas de los
endosomas. Ademas, gracias a versiones de TORxguesan la proteina GFP en la
zona central de la proteina, se ha mostrado queCIO&sta en la membrana de la
vacuola mientras que TORC2 se ha localizado engglasma y en algunos lugares de

la membrana plasmatica (Sturgatlal, 2008).

S.Cerevisiae S. Pombe Chlamydomonas Trypanosoma
reinhardtii brucel
Membrana Citoplasma Reticulo Nucleo
TORC1 vacuolar endoplasmatico
Membrana
Plasmética
Citoplasma Reticulo
TORC2 Membrana - = - endoplasmético
plasmatica Mitocondria

12



Introduccién

Complejo TORC1

La funcion de TORCL1 es basica para el control teaiel crecimiento celular, por su
sensibilidad a una enorme variedad de factores rdeiniento como nutrientes,
especialmente fuentes de nitrégeno, disponibilidied aminoacidos, hormonas de
crecimiento (insulina/IGF), energia celular (ATR)yeles de oxigeno y estrés. En
organismos multicelulares, la cascada de sefadzate regulacion de TORC1 mejor
caracterizada es la dependiente de insulina-PI3&-R8eb (Wullschlegeet al., 2006).
En esta ruta la insulina-PI3K inhibe la actividagl ld proteina GTPasa (GAP) del
complejo TSC (un complejo heterogéneo formado s pioteinas TSC1 y TSC2),
permitiendo que la pequeiia GTPasa Rheb active TORMBEntras la sefalizacion
TSC-Rheb-TORCL1 no estéd conservadaSecerevisiae(no hay homologos TSC), esta
ruta si que se encuentra en la levadura de fiSibpombey en el hongo patégeno
filamentosoC. albicans(Matsuoet al, 2007, Hayashet al, 2007), indicando que esta
ruta aparecio pronto en la evolucion.

TOR complex 1
{TORC1 )

Mutrients Stress.  Rapamycin

L T

TOR1 or TOR2 [ Lata
P ks w10 esen oy
HEAT HEAT FAT  Kinase = |

/ \ Autaphagy
Ribasome

blogenasis Stress respongive
Tranaiation transcription

Mutrient

import

Figura 7. Estructura del complejo TORC1.

Complejo TORC2.

La proteina Tor también participa en el complejdRIE2. A diferencia de TORC1, so6lo
contiene Tor2 y también Avol, Avo2, Avo3, Lst8 @i (Loewithet al, 2002, Reinke
et al, 2004).La subunidad catalitica de calcineurinamXCipuede formar parte de
TORC2 en condiciones de ausencia de estrés (Mulett, 2006). Avol, Avo3 y Lst8
son proteinas conservadas y esenciales, necegarada actividad quinasa. Por el
contrario Avo2 y Bit61 no son esenciales y no hagnélogos identificados en otros
eucariotas, aunque la proteina Prr5 de mamiferasdgucierta similitud con Bit61 y
forma parte del complejo mMTORC2 (Hayashial, 2007; Woocet al, 2007). Estudios
de la organizacion molecular del complejo revelague el complejo TORC2 se
encuentra en levadura en forma de dimero (Wullgehn&t al, 2005).
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TOR complex 2
{ TORC2 }

TOR?2 -’Lsfé'

bbbl £ TR
@En‘r HE.l.T FaT £ mnau £l

A.'U‘CI'I

W
J

Actin organization

Figura 8. Estructura del complejo TORC2.

Incluso antes de conocerse los dos complejos equesparticipa TOR, TORC2 era

conocido por regular la polarizacion del citoesgt@ede actina, implicandolo asi en el
control espacial del crecimiento de las céluladedadura. Otros estudios mostraron
gue la despolarizacion aberrante de la actinait@sgueleto en mutantes de TORC2
puede ser suprimida por la hiperactivacion de $éadd integridad de la pared celular,
que implica a la proteina quinasa C1 (Pkcl). Vaesisidios genéticos revelaron que
Pkcl, a través de Rho-GTPasas como Rhol y RhodaraedTORC?2 la sefalizacion

de la organizacion de la actina (Bickteal.,, 1998).

En 2005 se identifico el primer sustrato para TORIE2evadura, la proteina quinasa 2
(Ypk2) (Kamadaet al, 2005). Esta es una AGC quinasa estrechameaigaeada con
proteina quinasas de mamifero activadas por facttwecrecimiento del suero. TORC2
activa Ypk2 directamente por la fosforilacion de@@8d& y Thr659. La actividad de
TORC2 también es necesaria para la fosforilaciORPael, aunque no esta claro si lo
fosforila directamente. Recientemente se ha visparoteinas SIm, las cuales se unen
a fosfatidilinositol-4 ,5-difosfato (PIP2), han sidaracterizadas como sustratos directos
de TORC2. SIml y SIm2 pueden regular la organizacide la actina
independientemente de Ypk2. Sin embargo, un mutemstitutivamente activo de
Ypk2 suprime la letalidad provocada por la pérdidenpleta de TORC2 (Kamadd

al., 2005), lo que sugiere que Ypk2 es el principetter de TORC2.

Se han descrito mas funciones para TORC2. A trdeé¥pk2 controla la ruta de
biosintesis de esfingolipidos y por lo tanto mddiaintesis de novo de la ceramida
(molécula base de los esfingolipidos que compoadridapa lipidica de la membrana
plasmatica) (Aronovat al, 2008). También esta involucrado en la reguladéna
formacion de los endosomas, estos son complejopaytieipan en los primeros pasos
de la endocitosis. Esto quedd confirmado con lalipaciéon de la GFP-TOR2 en
estructuras puntiformes en la proximidad de la nramd plasmética, que se asemejan a
endosomas tempranos (Sturgiilal, 2008).
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(a) S.cerevisiae (b) S. pombe (e) D. melanogaster () mammals

RS
Bac1 PRRSL

AV - : Lst8 Ste20 Wat1
Avo2 T T Rictor Ti RICTOR
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- Actin organization N (- Stress response \ s .
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- Amino acid uptake J . -
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Figura 9. Conservacion del complejo TORC2 en diferentesrisgeos.

En todos ellos TORC2 est4 compuesto por la quii@d, Lst8, Avo3 o su homdlogo y Avol o su
homélogo. EnS. cerevisiaeS. pombey en mamiferos se han identificado componentesicadites.
Todos los sustratos de TORC2 son miembros de ldlidane AGC quinasas. Las AGC quinasas
presentan un modo conservado de regulacion deflarfiacion de sus motivos hidrofébicos, “turn nfibti

y el bucle de activacion. TORC2 fosforila los mosivhidrofébicos de todas las quinasas. Se ha gisto
fosforila los “turn motif” de forma directa o inéicta en Ypk2, Gad8, y AKT de mamiferos y &kedk1,
gue también se conserva en todos los organismdmi(€ky and Hall, 2009).

En este trabajo nos proponemos estudiar a niveteular la relacién de la ruta TOR
con la H-ATPasa. También caracterizar un poco mas cada lemnge TOR vy
determinar su relacién con otras funciones celslammo el transporte de iones y la
regulacion del citoesqueleto.
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Objetivos

En el presente trabajo vamos a estudiar a nivedcotdr la regulacion de
la H-ATPasa por parte de la ruta TOR, fijandonos ersigsientes
puntos:

1. Estudio de la actividad de la proteina Pmal depetelide
TOR.

2. Efecto de la regulacion de la'tATPasa por parte de TORC1
y Sus componentes.

3. Relacibn de TORC2 con el transporte de potasio y la
regulacion del citoesqueleto.
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Materiales y Métodos

3.1 Cepas de levadura.

Cepa Genotipo

JM345 Sc TB54a leu2-3, 112, ura 3-52, rmel, trpl, GAL+, HMLa [HMX6]-
GAL1p: TOR2

JM346 Sc TB54a leu2-3, 112, ura 3-52, rmel, trpl, GAL+, HMLa [HMX6]-
GAL1p::AVO1l

JM347 Sc TB5@a leu2-3, 112, ura 3-52, rmel, trpl, GAL+, HMLa [HMX6]-
GAL1p::AVO3

JM382 Sc TB5Aa leu2-3, 112, ura 3-52, rmel, trpl, GAL+, HMLa trkiRP1
trk2:: kanMX6

JM384 Sc TB5@a leu2-3, 112, ura 3-52, rmel, trpl, GAL+, HMLa [HMX6]-
GAL1p::TOR2 trk1: TRP1 trk2:: kanMX6

JM386 Sc TB5@a leu2-3, 112, ura 3-52, rmel, trpl, GAL+, HMLa [HMX6]-
GAL1p::AVO3 trk1::TRP1 trk2:: kanMX6

JM392 Sc TB5@a leu2-3, 112, ura 3-52, rmel, trpl, GAL+, HMLa [HMX6]-
GAL1p::AVO1 trk1:: TRP1 trk2:: kanMX6

RS303 Sc BWG1-7A & adel-100 ura3-52 leu2-3 his4-519 Gpl+ PSB32PMA1
(Portillo and Serrano, 1988)

RS503 Sc BWG1-7A & adel-100 ura3-52 leu2-3 his4-519 GaH+ PSB32PMA1°
(Portillo.and Serrano, 1988)

Y00000 Sc BY4741 a his341 leu2-40 met1540 ura3-+0 (Brachmanret al, 1998)

Y02072 Sc BY4741 a his341 leu240 metl540 ura3-40 tco89::KANMX
(Euroscarf)

W303-1A  Mata ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2.3,112 trpl-1 ura3-1
(Wallis et al, 1989)

LY 190 W303-1A  mpkl::LEU2(Merchanret al, 2004)
LY139 W303-1A  ppzl:URA3 ppz2:: TRRMerchanet al, 2004)
LY196 W303-1A  ppzl::URA3 ppz2::TRP1 mpkl::LEU@erchanet al, 2004)

Tabla 3. Cepas deS. cerevisiaeempleadas en este trabajo (sino se indica referenc
estan construidas en este trabajo).
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3.2 Medios utilizados.

Los medios para el crecimiento de levaduras eniciomes de laboratorio se describen
a continuacion.

Medio completo (YPD):Se compone de extracto de levadura 1% (p/v), pepiso
(p/v), glucosa 2% (p/v). Las placas de medio sotidatienen ademas 1.5% (p/v) de
agar bacteriologico. El 2% de glucosa se sustipaoyegalactosa al 2% (p/v) en el medio
YPGAL, 2% de etanol en el medio YPEtOH o0 2% deegbten YPGly.

Medio minimo SD:Se compone de 2% de glucosa, 0.7% de Yeast Nitr@zese
(YNB), 50 mM de acido succinico a pH 3.5-5.5. Aeestedio le suplementamos los
aminodacidos necesarios segun los requerimientogiongles. A este medio habia que
afadirle, segun los requerimientos de cada cepaamoinoacidos y las purinas o
pirimidinas correspondientes: adenina (30 pg/mBtidina (30 pug/ml), uracilo (30
pug/ml), leucina (100 pug/ml), y triptéfano (30 pgynsleleccionando asi las que son
auxotréficas para alguno de estos compuestos. HionteGal se prepara de forma
similar, pero sustituyendo el 2% de glucosa pord29galactosa.

3.3 Ensayos de crecimiento de colonias de levaduem medio sélido
(goteos).

Partimos de cultivos saturados de levadura queesgan en medios SD a los que se
afladian los aditivos que eran necesarios paraesurgento. A partir de aqui se hacian
diluciones seriadas (1/10, 1/100, 1/1000) en agtérie Sobre los medios de cultivo

sélidos se depositaban unas gotas de unos 3-5 gdd#edilucién con un replicador de

acero con el que ademas podiamos realizar trediciepes de cada una de las
diluciones. Las placas se incubaron a 28° C, sgieose indique lo contrario. Al cabo

de 4-7 dias se observaban las diferencias en afiade colonia.

3.4 Determinacién de la actividad enzimatica de |6 *-ATPasa.

El protocolo estd basado en el micrométodo del bdatp-acido sulfarico-ascorbato
que se basa en medir el fosfato liberado por coasden ATP de un extracto de
membranas (Serrano, 1988). En primer lugar ladaslavadas en agua y concentradas
se trataban brevemente (5 min) con glucosa pavpeear el estado fisioldgico activado
de la ATPasa. Se rompian por agitacion con boladdi® y se obtenia una fraccion
mitocondrial. En breve: La actividad especifical@é®mal ATPasa en las membranas
crudas es del orden de 0.1 my/ Para determinarla utilizaremos extractos crutios
proteina de membrana crudas (3 qud. Ahadimos 65ul de tampon de reaccion
(50mM MES-Tris pH5.7, 5 mM KNg 5 mM azida de sodio, 0.3 mM molibdato sodico
y 2mM ATP) precalentado a 30°C e incubamos 20 raghatesa temperatura. Paramos
la reaccion con 13@l del reactivo fosfato con ascorbico (2% &acido @udb, 0.5%
molibdato aménico, 0.5% SDS y 1/100 de volumen st®ibico al 10%. Ascorbico
10%: 100 mg/ml agua), dejamos desarrollar coloranlier 5 minutos y leemos la
absorbancia con un lector de microplacas con file®&90 nm.
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Pocillos con 0, 2 y 4l de patrén de fosfato 5mM. Afiadimos tampon deaiéaccomo
a las muestras e incubamos y procesamos iguapdacios sin fosfato serviran para
ajustar a cero el espectrofotbmetro. Aunque el Ad\R una pequefia cantidad de
fosfato (del orden del 1%), la absorbancia corredgmte sera ajustada a cero y
descontada del fosfato generado por hidrélisisrdgpea del ATP. El calculo final se
hace referido a una curva patron realizada comatosf

3.5 Determinacién del contenido interno de potasio.

Las células fueron crecidas en YPD hasta una adscid a 660 nm de 0.6 — 0.7.
Alicuotas de 50 ml fueron centrifugadas 5 minut@9@0 rpm, y lavadas dos veces con
50 ml de solucion de lavado frio (20 mM MgCIEI pellet de células fue resuspendido
con 5 ml de esta solucion de lavado. Los ionefuextraidos hirviendo las células 15
minutos a 95°C. Después de la centrifugacion, biesmdante fue analizado con un
espectrofotometro de absorcion atomica (Metedl, 1999).

3.6 Tincion del citoesqueleto.

Células crecidas en YPD durante 15 horas@B-0.7) fueron fijadas en formaldehido
(3.7%) y en tampon de fosfato de potasio (100mM fb]) y tefiidas con tetrametil
rodamina isotiocianato (TRITC) — phalloidin (Signpara visualizar la actina, como se
describe previamente (Benedadtial, 1994) durante 12 horas, pasadas las cuales se
lavaron y se resuspendieron en tampon fosfato.
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Resultados

4.1 TOR regula Pmal a nivel de actividad de la preina.

No hay ninguna descripcion en la literatura quaaiehe a nivel genético o bioquimico
la actividad de la protein quinasa TOR con faATPasa Pmal. Resultados recientes de
nuestro laboratorio indican que TORC1 regula faAAPasa a diferentes niveles. La
inhibicién de TORC1 con rapamicina o utilizando alalo termosensible implica una
caida de la expresion del gen. No obstante eseigcatabexpresion no se ve reflejado
en una disminucién de la cantidad de proteina.itmiduciéon de Pmal no se aprecia
hasta tiempos mas largos. Experimentos con ciclotiéa demostraron que la gran
estabilidad de Pmal explica esta aparente disargpdma inhibicion de TORC2 no
tiene efecto en la expresion de Pmal o en la &dabide la proteina (Cabedo, 2011).
Para proseguir con el estudio de esta relacioned molecular, analizamos la actividad
de la H-ATPasa, medida en forma de consumo de ATP de nasrabenteras.

La H-ATPasa tiene residuos fosforilados (Portillo aretr&no, 1988), por lo que no
podemos descartar que el efecto de la ruta TOR $altf-ATPasa se realice a nivel de
actividad de la proteina, posiblemente por fosdordn directa o por
fosforilacion/defosforilacion mediante alguna pfoge quinasa o proteina fosfatasa
regulada por TOR como Nprl, Ypk, o Sit4.
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0,0035 -
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00025 4
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0.0015 4
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Figura 10. La rapamicina inhibe la actividad ATPasa. Mediddadactividad (nmolPi{(g*min)) en una
cepa TB50 tratada con rapamiciha. actividad ATPasa se determiné a partir de mengdwurificadas,
medida en forma de fosfato liberado a partir de ATP

Una hora después del tratamiento con rapamicimatigidad cae a la mitad mientras

que el descenso en la expresion del gen se natadad 6 horas, lo que implica que hay
una regulacibn a nivel de actividad de la proteineediada posiblemente por

fosforilacion/defosforilacion.
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4.2 Efecto de la regulacion de la HATPasa por parte de TORC1 en la
entrada en G,

TORCI1 integra las sefales del estado energétita cidula en presencia de nutrientes
y en ausencia de estrés y es capaz de activaoglapna de crecimiento. Si alguna de
estas sefiales falla la actividad de TORCL1 dismirylgecélula entra en fase,Gn la
cual se para el crecimiento de forma indefinida.eEmraso de inhibicion parcial de
TORC1 se observara una reduccion de la velocidadre@miento. La rapamicina
bloquea TORCL1 e induce artificialmente una fageH&@mos demostrado que inhibir la
actividad de TORC1 induce una disminucion de laviaetd de la H-ATPasa. No
obstante la pregunta es: ¢ La inhibicion de Pmateessaria para que la célula entre en
Go 0 se reduzca la velocidad de crecimiento? O poomdrario ¢ La inhibicion de Pmal
es una consecuencia de que la célula entre g0 & reduzca la velocidad de
crecimiento?

TORC1 TORCH1
PMA1 S
1
G, PMA 1

Para determinar cuél de estas dos hipétesis esctmitiemos comparado la sensibilidad
a la rapamicina de una cepa portadora de un algkstse dePMA1 (RS 303) y una
cepa que contiene un alelo truncado en el extrarmwgilo de Pmal (alelpmal245).
Este dominio es autoinhibidor (Fig 4. Serrano aflthNMa, 1993) de forma que la cepa
portadora de este alelo (RS503) Pmal estd activadstitutivamente. Si inhibir la
actividad de bombeo de protones de Pmal es nexgmada entrar en d® reducir la
velocidad de crecimiento, una version constitutigatea activa de Pmal tendra
problemas para frenar su crecimiento y sera tdlerarrapamicina, si por el contrario
inhibir Pmal es un efecto mas de entrar g G&ducir la velocidad de crecimiento, la
version constitutivamente activa de Pmal seradasilsle a rapamicina como una cepa
silvestre. Una tercera posibilidad es que la ataidinormal de Pmal sea nociva en la
fase G 0 en un crecimiento enlentecido, por lo que seaseio inhibirla, en este caso
la cepa que tiene Pmal constitutivamente activeidasensible a rapamicina.

En este experimento queremos ver si la rapamicimbe a la cepa RS503, es decir, si
se inhibe la Pmal que esta activada constitutiveengrara determinar cudl de las
hipotesis anteriores es la correcta. Queremosrdetar si la inhibicién de la proteina

ATPasa es una consecuencia directa de inhibirtéa TOR o por el contrario si es un

efecto secundario producido por la parada del mieaito celular. Asi mismo también

queremos determinar si el presunto efecto de TOSDile Pmal se realiza a nivel del
extremo carboxi terminal.
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Figura 11. Medida de la actividad en cepas de levadura mgardascon rapamicinaVariacion de
los nmoles Pif{g-min) a lo largo del tiempo representando la fomaiidad de la proteina*HATPasa.
Cepa RS 303 es un WT, cepa RS 503 (apgtml — 24% contiene una mutacion hiperactiva de la
ATPasa, eliminamos el extremo carboxi terminal, gsiéa Gnica regulacién conocida.

En la gréafica se observa que la actividad del alaldantepmalsigue siendo superior
qgue la del WT, aunque a tiempos largos se obseraaaida en la actividad, indicando
gue posiblemente la regulacién se haga a nived gedteina fuera del carboxi terminal.
No obstante este experimento todavia no nos pesalier cual de las hipotesis es la
correcta. Para poder obtener una conclusion reatigaun segundo experimento de
crecimiento en medio rico YPD con diferentes cattas de rapamicina.

Rap (ng/m]) wt pma1-245
YPD RS-303 RS-503

0.25

0.5

Figura 12. Crecimiento de las cepas de levadura en medio ‘dP@iferentes concentraciones de
rapamicina. RS 303 es un WT, RS 503 contiene urtaai@n hiperactiva (alelpmal — 245de la H-
ATPasa, eliminamos el extremo carboxi terminal, gsi¢a Unica regulacién conocida.
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Se observa una mayor sensibilidad en la cepa céii-iATPasa hiperactiva (menor
crecimiento en rapamicina respecto al control).|Bdanto la tercera de las hipétesis es
la correcta. La inhibicion de Pmal por parte de TQR0 es necesaria para entrar en
Go, no obstante si que es necesaria, puesto quefaselds un exceso de actividad de
Pmal es perjudicial para la célula.

4.3 Tco89 relaciona TORC1 y la regulacion del poteml de
membrana.

El complejo TORC1 en levadura estda compuesto pafd T Tor2, las proteinas
esenciales Lst8 y Kogl (Loewitt al, 2002) y la proteina no esencial Tco89 (Reinke
et al, 2004). Originalmente esta proteina no tenia mirfgaotipo caracteristico, salvo
que el mutante es sensible a rapamicina, tienetdsfen la pared celular, y que es letal
en combinacion con mutaciones que provocan unaimisnn de funcion de Torl, lo
que indica que tiene una baja actividad de Torliepet también una segunda
peculiaridad, solo participa en el complejo TORGMreo aparece Torl, pero no
cuando esta formado por Tor2 (Reinkeal, 2004). El grupo de Joaquin Arifio, en
Barcelona, realiz6 un estudio a nivel de toda leaoddn de mutaciones no letales de
levadura buscando fenotipos que pudieran correlacse con alteraciones del potencial
de membrana. Estas mutaciones suelen hacerse teggen un fenotipo de tolerancia
0 sensibilidad pleiotrépico a diferentes cationésicbs (Mulet et al, 1999).
Normalmente un fenotipo de tolerancia suele cari@t@ar con una disminucion de
potencial de membrana. Esta disminucion puede gebaruna disminucion de la
actividad de Pmal, o a un incremento de la tompotkesio por parte de Trkl1,2 que es
el principal consumidor de potencial de membranalaAnversa, un fenotipo de
sensibilidad suele correlacionar con un incremelet@otencial de membrana debido a
la pérdida de funcién de Trk1,2 o al increment@ackevidad de Pmal. Los fenotipos del
mutantetco89 indicaban una hiperpolarizacion de la membranastuque habiamos
relacionado TORC1 con la regulacion a nivel devatdad de Pmal, formulamos la
hipotesis de que es un regulador negativo de dicmoplejo y por tanto su accion
provoca una inhibicion de la'HFATPasa.

TCO89 —— H*ATPasa
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Para ello medimos la actividad de |5MTPasa en cepas mutantes de Tco89.
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Figura 13. Medida de la actividad de dos cepas de levaduraa®ion de los nmoles Rif-min) en un
punto concreto. BY4747 (controt};089(mutante deficiente en Tco89).

Los resultados determinan que al no estar el elenigep89 del complejo 1, la™
ATPasa aumenta su actividad y presenta una mageidad respecto a la cepa control.

Para confirmar el resultado de la mayor activided Rinal en el mutantieo89
realizamos un control adicional. Mantener el patnde membrana, es, junto a la
sintesis de proteinas, las actividades celularescogtosas energéticamente, y por tanto
las que mas ATP consumen. Segun nuestros resul@dositantetco89 tiene una
actividad de la HATPasa de membrana plasmatica 5 veces supeoceph silvestre.
Esto implica un consumo de ATP mucho mayor queeeluda cepa silvestre. La
levadura en un medio rico y utilizando glucosa cduemte de carbono (como el medio
YPD) tiene un metabolismo anaerobio o fermentater,el que consume glucosa y
produce etanol. En fuentes de carbono pobresytesss de ATP no es tan eficiente, por
lo que la levadura tiene que pasar a un metabol@enobio o respiratorio. Hemos
comprobado que el mutartts89tiene la actividad de Pmal hiperactivada. La leigiét
seria que tiene una mayor demanda de ATP que ka sib@stre, por lo que en una
fuente pobre de carbono tendra problemas de crecimipuesto que la sintesis de ATP
es menos eficiente. Para confirmar esto, comparashayecimiento de una cepa
silvestre y de un mutante en fuentes pobres deowarltomo etanol, galactosa o
glicerol.
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BY4747 tco89

YPD 30°

YPEtOH

YPGal

YPGly

Figura 14. Crecimiento de las cepas de levadura en diferenggfios de cultivo pobres en carbono.
BY4747 (control)tco89(mutante deficiente en Tco89).

Podemos ver como la cepa control tiene un crecbhmidimitado en medios no
fermentativos. EI mutanteo89 presenta un crecimiento menor que el control y esto
podria deberse a que tiene [AATTPasa mas activa. Esta requiere mas ATP y como es
limitante en estos medios, la levadura crece meRos.lo tanto Tco89 podria estar
relacionando el complejo TORC1 con la regulaciénladél’-ATPasa, aunque no se
pueden descartar otras hipotesis.
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4.4 Relaciéon entre TORC2 vy el transporte de potaside alta afinidad.

Como se ha mencionado anteriormente la regulac&npdtencial de membrana
depende del equilibrio entre la actividad de bomiie@rotones de Pmal y de la toma
de potasio por parte de Trkl,2. Asi mismo la seaeidn dependiente de TOR se
divide entre la sefalizacion sensible a rapamignalependiente de TORC1, o
sefalizacion insensible a rapamicina, o dependidatd ORC2. Tradicionalmente la
regulacion dependiente de TORC2 ha sido la poleidradel citoesqueleto de actina en
funcion del ciclo celular (Helliwellet al, 1998). Recientemente la sefalizacion
dependiente de TORC2 ha ido ganando relevanciahg selacionado con la regulacion
negativa de la respuesta a estrés (Metled., 2006) y con la sintesis de proteinas éDh
al., 2010), por lo que los limites entre la sefiali@acilependiente de TORC2 y de
TORC1 estan cada vez mas difusos.

La actividad de TORC2 es esencial. Un mutdot2 en levadura es letal, a diferencia
de un mutantéorl que es viable puesto que Tor2 puede formar pa&t€@RC1. No
obstante la sobreexpresion de proteinas pertenesiara ruta de sefializacion de PKC,
encargada del mantenimiento de la pared celulde, la ruta de sefializacién de lipidos
dependiente de MSS4, suprime esta letalidad (Hdlliet al, 1998). De la misma
manera un mutante letal condicional de Tor2 creeidmedio con sorbitol o sodio, deja
de ser letal. Estos fenotipos, conocidos desdddatificacion de Tor2 no tienen una
explicacion a nivel molecular. En trabajos antesor(Cabedo, 2011), hemos
demostrado que TORC?2 no regula a [aATPasa, no obstante algunas publicaciones
apuntaban a una posible interaccion entre TOR@2rgdulacion de la toma de potasio
por alta afinidad. La proteina fosfatasa Ppzl,2iesegulador negativo de Trk1,2
(Yenushet al, 2002). Un mutantppzl,2tiene Trk1,2 constitutivamente activado, por
lo que presenta un fenotipo pleiotropico de tolei@ra cationes toxicos y tiene
despolarizado el potencial de membrana. Esta lofreidad de Trk1,2 provoca un
aumento del volumen celular y aumenta la tensida gared celular. Un doble mutante
ppzl1,2unido a una mutacion que haga mas deébil la pagkdac (mutantes de la ruta
PKC) no es viable, ya que la pared celular no @szae soportar el aumento de la
presion de turgencia y la célula sufre una lislalae Afadir sorbitol al medio suprime
esta letalidad puesto que tiene un papel osmopoot@dercharet al, 2004).

Tomados en conjunto se hace evidente una simitieudenotipos entre los mutantes
esenciales de TORC2 y el doble mutgpel,2 Una forma de explicar que el sorbitol y
la sobreexpresion de la sefalizacion dependientekde supriman la letalidad de un
mutante letal condicional der2, seria que este mutante tuviera la actividad dé,Zrk
constitutivamente activada de forma que reforzgrdeed celular suprime la letalidad
del mutante debido a que puede hacer frente aaastiento de la presion de turgencia.
Si esta hipotesis fuera correcta, un triple mutéthtie2 tor2 deberia ser viable o por lo
menos, ser mas resistente en medio restrictiveetjoritantetor2. Para confirmar esta
hipotesis utilizamos una version de Tor2 que seesgobajo el promotor de galactosa,
de forma que en medio con galactosa es viable,gremedio con glucosa se reprime la
expresion y es letal. Para confirmar que este iigmodepende de TORC2, y no
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representa alguna particularidad de Tor2 indepetslide su papel en este complejo,
construimos cepas letales condicionales #&M01y AVO3 que son componentes
esenciales del complejo TORC2 y las cruzamos cdolgdke mutantérkl,2

YPGal

1: TB50 5: GAL::TOR2 trk1,2
2: GAL::TOR2 6: GAL::AVO1 trk1,2
3: GAL::AVO1 7: GAL::AVO3 trk1,2
4: GAL::AVO3 8: trk1,2

Figura 15. Crecimiento de diferentes cepas de levadura eriosiet cultivo YPGal e YPD. Todos
poseen un promotor de galactosa. TB50 (cepa sijest

El crecimiento en medio YPGal actia de control yme e expresan todos los
elementos. En el medio de crecimiento YPD las cepasdeficientes en un elemento
esencial del complejo TORC2 ya que estan regulpdosun promotor que soélo se
expresa en galactosa. Observamos como el creconiéat algunos mutantes es
deficiente dando a entender que existe una paslaleion entre TORC2 y el canal Trk,
ya que cuando no esta Tor2 o alguno de sus comiasnesenciales la célula muere
porgue el canal de potasio no esta regulado, estsathpre activo. En cambio cuando
tampoco esta el canal TRK la célula actia normaendfste experimento nos aporta la
primera evidencia de que TORC2 puede ser un reguiahativo de Trk1,2.

Para tener una evidencia directa de esta relasitidiamos el transporte de potasio en
cepas mutantes der2 y trk1,2. Si nuestra hipoétesis es correcta el mutante candil
tor2 en medio restrictivo, debe tener activada la tdegotasio, y por tanto acumular
mas cantidad, en cambio el triple mutaiat® trk1,2debe tener unos niveles de potasio
similares a los del mutante1,2

27



Resultados

0,35 -

0,25 4 I

[K+] mM

TB50 GAL-TORZ2 GAL-TORZ2 trk1,2 Atrk1,2
strain

Figura 16. Andlisis de la cantidad de potasio intracelulagtdbminacion de la cantidad de potasio en
diferentes cepas mutantes de levadura. TB50 expka silvestre. Las cepas estan crecidas en medio YP
para eliminar el complejo 2 de TOR.

Los datos muestran que la ce@AL-TOR2presenta mucha mas acumulacion de
potasio ya que al no estar TORC2 el canal TRK sistapre activado, cuando no esta
ni el complejo ni dicho canal hay menor cantidadpdéasio pero se comporta muy
similar al control.

4.5 Tor2 y el citoesqueleto.

Como hemos dicho en la introduccion, una de lasifumes del complejo 2 de TOR es
la regulacién de la polarizacién de la actina delesqueleto. Hemos demostrado que el
triple mutantetrk1,2 tor2no es letal. Cuando se suprime la letalidad debmeator2
sobreexpresando los componentes de la ruta PKEnelipo de despolarizacion del
citoesqueleto de actina también se corrige. Panéiro@mr que la mutacién de Trk1,2
corrige el fenotipo de despolarizacion de la actefamos el citoesqueleto utilizando
faloidina (un compuesto quimico que se une a lasafiiamentos de actina) unida a un
colorante fluorescente (Alexa).
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ACTIN NOM

TB50

trk1,2

GAL::TOR2

GAL::TOR2 trk1,2

Figura 17. Analisis por microscopia del citoesqueleto. Tinciel citoesqueleto de diferentes mutantes
de levadura crecidos en medio con glucosa. TB5@a(csilvestre). NOM (Nomarsky), ACTIN
(fluorescencia).

En una célula silvestre en el momento de la gemas®dobserva que la mayoria de la
actina se concentra hacia el polo de gemacionnadrsgose unos parches distintivos,
en cambio en un mutanter2, el fenotipo de despolarizacién implica que desgem
estos parches y aparecen distribuidos aleatori@maott toda la célula. En el triple
mutantetrkl,2 tor2 pudimos observar que obteniamos células dondetilmagpresenta
una distribucion similar a la cepa silvestre.

Gracias a la informacion que aparece en la litematobre el mutantppzl,2y su
relacion con la ruta de PKC hemos podido relacian@®©RC2 con Trk1,2 debido a la
gran similitud de fenotipos. Hemos demostrado gumiitacion de Trk1,2 suprime la
letalidad condicional de los componentes esencidéscomplejo TORC2 y que el
principal problema de estos mutantes es que al lan®ma de potasio por Trk1,2
constitutivamente activada no pueden hacer fretdeetevada presion de turgencia. El
fenotipo establecido de la perdida de funcion deRTQ es la despolarizacién del
citoesqueleto de actina, aunque a nivel molecuwasenha encontrado ninguna relacion
entre TORC2 y el citoesqueleto. Podemos suponer lgueespolarizacion del
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citoesqueleto no es una diana de regulacion de TORi@o una consecuencia de la
hiperactivacion de Trk1,2. Para confirmar esta teg§ observamos el citoesqueleto en
diferentes mutantes dapkly ppzl1,2 Mpkl es una proteina quinasa implicada en la
sefalizacion dependiente de PKC, de forma que &nteide este gen tiene una pared
celular debilitada. El mutanygpzl,2tiene sobreactivada la toma de potasio dependiente
de Trk1,2. Los dos mutantes son viables indepetelignte, pero la combinacion es
letal, puesto que la pared celular debilitada cayan actividad de toma de potasio
produce una lisis celular. Esta cepa es viable srece en una concentracion de sorbitol
de 1M. La hipétesis seria que si crecemos el tnpléanteppzl1,2 mpkEn sorbitol y lo
pasamos a un medio sin sorbitol, en el que noadeyiuno de los efectos de esta falta
de viabilidad ser& la despolarizacion del citoekxjae

W303

mpk1

‘ﬁ; ~

ppz1,2

ppz1,2 mpk1

b
—
<
s ; : :1_'. |_ .:a‘:j, : }
\ - ‘. e - Y Spil ™ G )
e ‘ . . o™ ' " =

Figura 18. Andlisis por microscopia del citoesqueleto. Tinciel citoesqueleto de diferentes mutantes
de levadura. W303 (cepa silvestre).

Como aparece en la figura 18, el mutapiezl,2 mpkltiene despolarizado el
citoesqueleto y por lo tanto hemos demostrado queobreactivacion de Trk1,2
correlaciona con una despolarizacion del citoesgoele actina.
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Discusion

En el presente trabajo hemos estudiado la regulacidvel molecular de la’HATPasa

de la membrana plasmética por parte de la ruta TBEMRa ruta es la principal
responsable del control del crecimiento celulapessencia de nutrientes. La actividad
de la H-ATPasa se correlaciona con el crecimiento celulicha proteina es la
responsable de la generacién del gradiente de pHyemera un potencial de membrana
que es utilizado por la célula para transportarécwdbs a través de la membrana
plasmatica. Puesto que la-ATPasa se activa en presencia de nutrientes y gOR
responsable de la regulacion en funcion del estatiicional de la célula, tenemos una
evidencia indirecta de una relacién entre estopdosesos.

En proyectos anteriores se concluyé que existiareliaaion entre la HATPasa y la
ruta TOR (Cabedo, 2011). En el presente trabajoogam dilucidar aun mas esta
relacion y a determinar la importancia de los dosmejos TOR.

En la primera parte del proyecto analizamos lavigietd de la proteina Pmal medida en
forma de consumo de ATP de membranas enteras. daadespués de la inhibicion
del complejo 1 de TOR con rapamicina la actividadRinal cae a la mitad mientras
que el descenso en la expresion del gen se natadad 6 horas, lo que implica que hay
una regulacibn a nivel de actividad de la proteineediada posiblemente por
fosforilacion/defosforilacion.

Hemos demostrado que inhibir la actividad de TOR®ilice una disminucion de la
actividad de la HFATPasa. TORCL1 integra las sefiales del estado @@gle la célula
en presencia de nutrientes y ausencia de estrésvg al programa de crecimiento. Si
alguna de estas sefales falla la actividad de TGiR€idinuye y la célula entra en fase
Go, en la cual se para el crecimiento de forma imitdi No obstante la pregunta es:
¢La inhibicibn de Pmal es necesaria para que Udacgéhtre en g2 O por el contrario
¢La inhibicibn de Pmal es una consecuencia deajgéllila entre en 3 También
puede ocurrir una tercera posibilidad que es gaeti@idad normal de Pmal sea nociva
en la fase @ por lo que sea necesario inhibirla.

Estas hipotesis se ponen a prueba mediante la aneldida actividad en cepas de
levadura mutantes tratadas con rapamicina parbiirdnia ruta TOR. Probablemente la
rapamicina inhibe el crecimiento por dos motivost mhibir la sintesis de proteinas
dependiente de TORCL1 y por inhibir a Pmal. Si nedpunhibir Pmal en el mutante
constitutivamente activado se produce una descosap&m que inhibe o mata a las
células mucho mas que cuando actla la rapamicipser@mos que la actividad del
alelo mutante de Pmal constitutivamente activoesigiendo superior que la cepa
silvestre, aunque a tiempos largos se observa aiida @n dicha actividad, indicando
que posiblemente la regulacion a largo plazo seagida de la expresion. Un segundo
experimento de crecimiento en medio rico YPD coferdntes concentraciones de
rapamicina nos hace ver que hay una mayor seugitdikn la cepa con la #ATPasa
constitutivamente activa (menor crecimiento en mapma respecto al control). Por lo
tanto la tercera de las hipoétesis es la correctainhibicion de Pmal por parte de
TORC1 no es necesaria para entrar gnr® obstante en la fase @n exceso de
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actividad de Pmal es perjudicial para la célula,gso se produce dicha inhibicién. En
el experimento de la figura 12, no se produce umi@éa en G sino una disminucién
de la velocidad de crecimiento por inhibicion palrcie TOR.

La proteina no esencial Tco89 del complejo 1 de Td@Ralguna manera regula la
actividad de forma negativa de la’-ATPasa, ya que hemos demostrado que en
mutantes deficientes en dicho elemento la activitlaédmal es cinco veces superior a
la cepa silvestre. Para confirmar dicho resultamparamos el crecimiento de una
cepa silvestre y de un mutante en fuentes pobresd®no ya que la cepa mutante
necesitara mucho mas ATP porque presenta una dedivle Pmal hiperactivada.
Podemos ver como la cepa control tiene un crecimidimitado en medios no
fermentativos. EI mutanteo89 presenta un crecimiento menor que el control y esto
podria deberse a que tiene |&ATTPasa mas activa. También podria deberse a otros
efectos de esta mutaciéco89al alterarse TORC1. Tampoco puede descartarselque e
complejo TORCL1 alterado por la falta de la protéina89 no soporte el crecimiento en
estos medios no fermentativos. Esta requiere m& AEomo es limitante en estos
medios, la levadura crece menos. Por lo tanto Tes8&ia relacionando el complejo
TORCL1 con la regulacion de |a4ATPasa.

El complejo 2 de TOR podria estar relacionado dotramsporte de potasio de alta
afinidad dada la evidencia demostrada en estejoraleaque la mutacion de Trk1,2
suprime la letalidad de un mutante letal condidialeetor2. No puede descartarse que
TORC2 regule la integridad de la pared celulargaerias medidas de concentracion de
potasio interno sugieran que la diana de TORC2Ri¥s ¥ no la pared. Este mutante
podria tener la actividad de Trk1,2 constitutivateearctivada de forma que reforzar la
pared celular suprime la letalidad del mutante dizla que puede hacer frente a este
aumento de la presion de turgencia por no tenedadg el canal de potasio. Por esto
estudiamos la hipotesis de que TORC2 inhibe alparador de potasio Trk1,2 de
forma directa o mediante Ppzl,2. El estudio dedlites cepas mutantes determina que
el crecimiento de algunos mutantes es limitanteddaa entender que existe una
relacion entre TORC2 y el canal TRK, ya que cuandcesta Tor2 o alguno de sus
componentes esenciales la célula muere porquenal da potasio no esta regulado,
estando siempre activo. En cambio cuando tampoto edscanal TRK la célula es
viable.

Para tener un evidencia directa de esta relacitiuliamos el transporte de potasio en
cepas mutantes der2 y trk1,2. Los datos muestran que en ausencia de actividad d
Tor2 presenta mucha mas acumulacién de potasio ya gue estar TORC2 el canal
TRK esta siempre activado, cuando no esta ni elpt&mni dicho canal hay menor
cantidad de potasio pero se comporta muy similaoatrol. Por tanto demostramos la
hipotesis inicial ya que existe una interacciomeset complejo 2 de TOR y el canal de
transporte de potasio Trk1,2, aunque aun no quieda la forma de interaccion de los
componentes de la ruta.
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Por dltimo, una de las principales funciones de TQRes la regulacion de la
polarizacion del citoesqueleto de actina. Los egtude visualizacion del citoesqueleto
en un mutantéor2 muestran una despolarizacion de éste y esto nsi esa@ndo hay un
triple mutantetrk1,2 tor2 por lo que la mutacion del canal de transporteatasio
corrige dicho fenotipo aberrante y este mutanta dejser letal.

Gracias a la literatura sobre el mutappzl1,2y su relacion con la ruta de PKC hemos
podido relacionar a Tor2 con Trk1,2 debido a langsamilitud de fenotipos. Hemos
demostrado que la mutacion dekl1,2 suprime la letalidad condicional de los
componentes esenciales del complejo TORC2 y quaietipal problema de estos
mutantes es que al tener la toma de potasio pdr,Jkonstitutivamente activada no
pueden hacer frente a la elevada presion de tuegenc

Cuando se pierde la funcion de TORC2 se producéenotipo aberrante en que se
despolariza el citoesqueleto de actina, aunquesnttasencontrado ninguna relacién a
nivel molecular entre TORC2 y el citoesqueleto. éhds suponer que la
despolarizacién del citoesqueleto no es una digneegulacion de TORC2, sino una
consecuencia de la hiperactivacion de Trk1,2. Pandirmar esta hipétesis realizamos
un segundo experimento de tincién del citoesqueteto mutantesnpkly ppzl,2
Como se ha dicho en los resultados, Mpkl es unteipeo quinasa implicada en la
sefalizacion dependiente de PKC, de forma que &nteide este gen tiene una pared
celular debilitada. El mutanfgzl,2tiene sobreactivada la toma de potasio dependiente
de Trk1,2.

Los resultados muestran que los dos mutantes stesj pero la combinacion de los
dos es letal. Se produce una lisis celular ya duautante presenta la pared celular
debilitada y una mayor actividad de toma de potdssta cepa es viable si se crece en
una concentracion de sorbitol de 1M. La hipotegidasque si crecemos el triple
mutanteppzl1,2 mpkZn sorbitol y lo pasamos a un medio sin sorbéolel que no es
viable, uno de los efectos de esta falta de vasddli sera la despolarizacién del
citoesqueleto.

Por tanto es muy probable que la sobreactivacionrrité,2 correlaciona con una
despolarizacién del citoesqueleto de actina.
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Conclusiones

En el presente proyecto hemos demostrado que:

1. Existe una regulacién a nivel de actividad de latgdha Pmal por parte de la
ruta TOR mediada posiblemente por fosforilacion detinio regulador C-
terminal de la BATPasa.

2. La proteina no esencial del complejo TORC1 Tco89nesegulador negativo de
la H-ATPasa.

3. TORC2 es un regulador negativo del transportadopalasio de alta afinidad
TRK, codificado por los gendRK1y TRK2

4. La sobreactivacion de Trkl,2 correlaciona con urespdlarizacion del

citoesqueleto de actina y puede explicar los feostide pérdida de funcion de
TORC2.
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