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Resumen:

La mitocondria es un organulo altamente dinamico, cuya actividad es muy sensible al entorno,
es decir, a las condiciones metabdlicas celulares. Es por ello que existen procesos moleculares
bien descritos que garantizan el llamado control de calidad mitocondrial, como son la
biogénesis mitocondrial y la mitofagia, ambos procesos fuertemente regulados por variaciones
ambientales. Deficiencias en la homeostasis mitocondrial estan asociadas a distintas
enfermedades neuroldgicas en seres humanos, como el sindrome de Sjégren —Larsson. Un
fallo en el sistema de control de calidad mitocondrial supone un desajuste metabdlico, la
acumulacién de dafios por el incremento del estrés oxidativo, y en ultimo término puede
derivar en procesos apoptdticos. Estos fallos pueden estar provocados por distintos estreses
como son el estrés osmotico o la acumulacion de ciertos metabolitos toxicos en la célula, como
se ha estudiado en este trabajo.

La levadura es un sistema modelo estupendo para el estudio de biogénesis mitocondrial y la
mitofagia, pero no lo es tanto para los estudios de apoptosis, debido principalmente a la
ausencia de elementos claves como son las proteinas de la familia Bcl-2 presentes en
mamiferos. Sin embargo el empleo de levaduras humanizadas con miembros apoptdticos y
antiapoptéticos de la familia Bcl-2, sorprendentemente ha demostrado que es un excelente
sistema modelo para entender el proceso de apoptosis a nivel molecular.

El TFG tendrd como objetivo vislumbrar nuevas rutas de regulacidon sobre los procesos de
mitofagia y apoptosis, con el fin de poder alcanzar un conocimiento mas completo del
escenario molecular. Concretamente, se pretende determinar la implicacién del hexadecenal y
la respuesta a estrés osmoético en la activaciéon de la apoptosis por liberacién de factores
mitocondriales inducida por BAX, proteina proapoptdtica de la familia Bcl-2.
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TITLE: Study of new regulatory processes in mitophagy and
apoptosis

Abstract:

The mitochondria is a highly dynamic organelle, which activity is very sensitive to the
environment and the cell metabolic conditions. There are well described molecular processes
that guarantee the so-called mitochondrial quality control, such as mitochondrial biogenesis
and mitophagy, both processes are profoundly regulated by environmental variations.
Deficiencies in mitochondrial homeostasis are associated with various neurological diseases in
humans, such as the Sjogren—Larsson syndrome. A malfunction in mitochondrial quality
control will induce a metabolic imbalance, accumulation of damage by increasing oxidative
stress, and might eventually lead to apoptotic processes. These malfunctions can be caused by
several factors such as the osmotic stress and the accumulation of toxic metabolites in the cell,
as researched in this study.

Yeast is a wonderful model system for the study of mitochondrial biogenesis and mitophagy,
but it is not for studies of apoptosis, mainly due to the absence of key elements such as
proteins of the Bcl-2 family, present in mammals. However, the use of humanized yeast with
apoptotic and anti-apoptotic members of the Bcl-2 family, has surprisingly proved to be an
excellent model system for understanding the process of apoptosis.

The TFG will aim to discern new regulatory pathways to apoptosis and mitophagy, in order to
achieve a more complete understanding at the molecular level. It will be especially focused on
the implication of hexadecenal and osmotic stress response in the activation of apoptosis
because of th release of mitochondrial factors induced by the pro-apoptotic Bcl-2 family
member BAX.

Key words: apoptosis; mitophagy; hexadecenal; yeast; mitochondria; Bcl-2; BAX.
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1.INTRODUCCION

1.1 ADAPTACION A ESTRESES

Se considera estrés a todo cambio en el ambiente de la célula que provoca un cambio
adaptativo en ésta para poder crecer y proliferar con normalidad. Estos cambios requieren de
mecanismos celulares de reconocimiento y respuesta especificos para cada determinado
estrés. Existen varios tipos de estreses: osmdtico, oxidativo, presencia de moléculas toxicas,
etc. Sin embargo, en este trabajo nos vamos a centrar en el estrés osmotico y su relacién con
los esfingolipidos en la activacidn de la apoptosis mediada por la mitocondria.

1.1.1 Estrés osmotico

El estrés osmatico puede estar producido por elevadas concentraciones de iones como el Na+
(por ionizacién de la sal NacCl), o por baja disponibilidad de agua en el ambiente. El estrés
osmotico causa graves dafios en la membrana plasmatica a nivel de estructura, permeabilidad
y propiedades mecanicas al alterar su conformacién lipidica y por tanto, el nivel de
distribucidn, sintesis y funcionalidad de las proteinas transmembrana, transportadores y
osmosensores localizados en ella.

En la levadura Saccharomyces cerevisiae, la cascada de MAP quinasas HOG (“High Osmolarity
Glycerol”) se ve activada en respuesta a este tipo de estrés, la cual culmina con la activacién de
la expresidon de genes que codifican para enzimas de biosintesis de glicerol, el mayor osmolito
de levadura. En dicha activacion participan los factores de transcripciéon Skolp, Hotlp, Smplp,
Msn2p y Msn4p (Alepuz, 2003; Bermejo et al., 2007).

La mitocondria es un organulo que presenta una elevada especificidad y juega un importante
papel en la adaptacién a estrés, ya que modifica sus procesos fisioldgicos y su morfologia para
adaptarse al mismo. Estudios realizados anteriormente en nuestro grupo demuestran que la
mitocondria juega un papel fundamental en la respuesta a estrés osmatico en las células de la
levadura S. cerevisiae. En ellos se ha descrito que: a nivel transcripcional, se activa la expresion
de ciertos enzimas que participan en el Ciclo de Krebs o en la cadena respiratoria, y a nivel
protedmico, estudiando el proteoma mitocondrial bajo condiciones normales y bajo estrés
hiperosmodtico, se han identificado algunas proteinas que se acumulan en el orgdnulo
adaptado a estrés (Martinez-Pastor, Proft and Pascual-Ahuir, 2010), entre ellas Lsplp, Mcrlp,
Om14p, Rdllp, y Hfd1p, siendo esta ultima de especial interés para este trabajo como se
explicard mas adelante. Estas proteinas se localizan en la membrana externa de la mitocondria
de S. cerevisiae (Zahedi, 2006), pero se desconoce gran parte de su funcion en el proceso de
adaptacion a estrés.



Sin embargo, se ha descrito que Hfd1lp, también denominada “Homolog of Fatty aldehyde
Dehydrogenase”, participa en la ruta de degradacién de la esfingosina-1-fosfato (S1P)
degradando el esfingolipido intermedio hexadecenal a acido hexadecenoico (Nakahara et al.,
2012). La sobreexpresion de Hfd1 bajo condiciones de estrés salino lleva a pensar que los
niveles de esfingolipidos se regulan negativamente por estrés osmodtico, ya que Hfdlp
participa en su degradacion. Aun asi, solo se ha comprobado hasta el momento la disminucién
de los niveles de ergosterol en condiciones de estrés osmodtico (no la disminucion de
esfingolipidos), siendo este un determinante importante en la adaptacion a este tipo de estrés
(Montafiés, Pascual-Ahuir and Proft, 2010).

Otra conexién entre el estrés osmatico y los esfingolipidos es que la activacién de la ruta HOG
se produce, sobre todo, por la ausencia de esfingolipidos complejos. Esto se debe a que los
sistemas de activacion de esta ruta (SInl y Shol; Hohmann, 2009) se localizan en membranas
ricas en rafts lipidicos, los cuales comprenden en su estructura determinados esfingolipidos. La
ausencia de estos esfingolipidos provoca cambios en las propiedades fisicas y estructurales de
los rafts e influye en la deteccién del estrés en levadura. A pesar de esta relacidn, seria
necesario realizar un estudio mas profundo en este campo para determinar el mecanismo con
mayor exactitud (Tanigawa et al., 2012).

1.1.2 Esfingolipidos

Los esfingolipidos constituyen una amplia familia de lipidos, caracterizados por una estructura
cuya base de cadena larga la constituye la esfingosina 0 1,3-dihidroxi-2-amino-4-octadeceno
(Barenholz and Thomson, 1980). A esta base pueden unirse grupos funcionales o acidos grasos
mediante enlaces amida, dando lugar a la S1P y a las ceramidas (Hannun, 1995). Las ceramidas
a su vez pueden ser modificadas a ceramida-1-fosfato, esfingomielina y glicoesfingolipidos
simples y complejos como los gangliésidos, cerebrésidos y globdsidos (Chalfant, 2005;
Barenholz, 1984; Svennerholm, 1980).

Los esfingolipidos se localizan en las bicapas lipidicas de las células eucariotas, pero sobre
todo, se encuentran en tejido nervioso y cerebral (Spiegel and Mistiel, 2003). Las
esfingomielinas pertenecen al grupo de los fosfoesfingolipidos por poseer un grupo fosfato y
se localizan sobre todo en la vaina de mielina de las neuronas y en las membranas de las
células del tejido adiposo (Barenholz, 1984). Por otro lado, los gangliésidos se caracterizan por
la unién de varias unidades de oligosacaridos a la ceramida, mediante enlace o-glicosidico y se
localizan sobre todo en las terminaciones nerviosas del sistema nervioso central (Svennerholm
L. 1980). Los cerebrésidos tienen unido un Unico oligosacarido a la ceramida y dependiendo
del mismo, presentard unas caracteristicas u otras, es decir, si el oligosacarido se trata de una
galactosa se conocen como galactocerebrésidos (los cuales se localizan mayoritariamente en
las membranas plasmaticas de las células nerviosas). Si el oligosacarido unido a la ceramida es
una glucosa, se trata de glucocerebrésidos (los cuales se localizan mayoritariamente en las
membranas plasmaticas de los tejidos no nerviosos). Por ultimo, los globdsidos se caracterizan
por la union de oligosacaridos neutros a la ceramida (Linington and Rumsby, 1980).



Los esfingolipidos, ademas juegan un papel importante como componentes bioactivos dada su
capacidad de formar multiples puentes de hidrégeno con otras moléculas. Asi, participan en
procesos de sefializacién celular y transduccion de sefiales como mensajeros secundarios,
procesos que a su vez forman parte de los procesos de diferenciacidon, migracidon, muerte
celular programada e inflamacién (El Alwani et al., 2006).

En este sentido, tienen especial importancia los esfingolipidos participantes en la ruta de
degradacion de la S1P, debido a la gran variedad de procesos fisiolégicos y patofisiolégicos en
los cuales estd involucrada esta molécula. Principalmente, esta molécula de sefializacion regula
el crecimiento celular (Olivera and Spiegel, 1993) y suprime procesos de apoptosis (Cuvillier et
al., 1996) como se puede observan en la figura 1, donde se muestra que una de las funciones
de la S1P es la de inhibir la sintesis de ceramida, la cual estd implicada en activar los procesos
de senescencia, apoptosis y autofagia.

angiogenesis

ceramide

|
% apoptosis >

Figura 1. Acciones intra- y extracelulares de la S1P.

La esfingosina-1-fosfato producida intracelularmente inhibe la sintesis de la ceramida, la
cual interviene en procesos de senescencia, apoptosis y autofagia (sector rojo). Ademas
posee otras dianas intracelulares (sector verde), o puede ser exportada al exterior de la
célula para actuar de forma paracrina o autocrina a través de sus receptores (sector azul)
(Maceyka et al., 2012).

Ademas, la S1P participa como intermediaria en la ruta de conversidn de los esfingolipidos a
glierolipidos. En esta, se produce un primer paso de conversion de la S1P a hexadecenal por
una S1P liasa (Dpllp en levadura, SPL en mamiferos), el cual es degradado a acido
hexadecenoico por la enzima de levadura nombrada anteriormente, Hfd1lp (ALDH3A2 en
mamiferos), y es finalmente convertido a hexadecenoil-CoA y palmitoil-CoA, precursor de los
glicerolipidos (Nakahara et al., 2012).



1.1.2.1 Importancia Hfd1p

Este trabajo se centrara en el papel de la Hfd1p por su implicacién en el sindrome de Sjogren -
Larsson y su relacién con la respuesta a estrés osmotico. Ademas de en la mitocondria, esta
enzima se localiza en particulas lipidicas y endosomas (Huh et al., 2003). Es un es un ortdlogo
de la proteina ALDH3A2, un enzima aldehido deshidrogenasa graso (FALDH, “fatty aldehyde
dehydrogenase”) presente en humanos, que se encarga de la catalisis de la oxidacion de
aldehidos grasos en acidos grasos. Los aldehidos como el hexadecenal son altamente reactivos,
por lo que deben ser metabolizados inmediatamente a otros compuestos no téxicos, en este
caso, acidos carboxilicos. Por lo tanto, una disfuncién de ALDH3A2, causada por una mutacién,
da lugar a la acumulacidon de hexadecenal, y provoca un desorden neurocutdneo conocido
como Sindrome de Sjogren-Larsson o SLS (Nakahara et al., 2012; Rizzo, 2007). El SLS es un
desorden hereditario neurodegenerativo, que se caracteriza por ictiosis congénita, retraso
mental y espasticidad.

Tanto la ruta de sintesis de glicerolipidos como la ruta de degradacién de la S1P se encuentran
muy conservadas entre mamiferos y levadura (Fig. 2), por ello, la levadura S. cerevisiae se
considera un excelente organismo modelo para el estudio de los esfingolipidos, especialmente
los implicados en la ruta de la S1P, como el hexadecenal.

| S1P |

D Ruta en mamiferos

S1P liasa Ruta en S. cerevisiae
¢ D Ruta conservada
| Hexadecenal |

ALDH3A2
FALDH

| Acido hexadecenoico |

ACSL L, 3,4,5,6

I Acil-CoA sintasa I ”

_ ¥aal Faa
A 4

I Hexadecenoil-CoA I

v
[ Palmitoil-CoA |

Figura 2. Ruta metaboélica de degradacion de S1P a palmitoil-CoA en
mamiferos y levadura.

La S1P es modificada a hexadecenal mediante una S1P liasa. Este hexadecenal es
transformado a acido hexadecenoico mediante una “fatty aldehide dehydrogenase” y
este pasa a heaxdecenoil Co-A tras la transformacion mediada por una Acil-CoA
sintasa. Finalmente el hexadeceoil-CoA es transformado a Palmitoil-CoA. Cada una de
las enzimas implicadas se encuentra tanto en mamiferos como en levadura bajo el
nombre de proteinas homdlogas. Esta ruta se encuentra altamente conservada entre
mamiferos y levadura. Modificado de Nakahara et al., 2012.



1.2 APOPTOSIS

1.2.1 Apoptosis en mamiferos: familia Bcl-2

La apoptosis, o muerte celular programada, en mamiferos es un proceso altamente regulado,
cuyos mecanismos han sido extensamente estudiados. En ella participan numerosas familias
de proteinas, sin embargo, en este trabajo nos centraremos en aquellas que interactian con la
mitocondria, principalmente la familia Bcl-2, cuyas integrantes se localizan, en mayor parte, en
la membrana externa de la mitocondria. Estas proteinas, una vez integradas en la mitocondria,
modulan la permeabilizacién de sus membranas y posiblemente alteran su funcién bioactiva
(Priault et al., 2003), pero se desconocen los mecanismos moleculares mediante los cuales
esto sucede.

Las proteinas de la familia Bcl-2 poseen algunas caracteristicas peculiares: en primer lugar,
comparten un alto grado de similitud entre ellas, tanto en su estructura primaria como en la
terciaria (Muchmore et al.,1996; Suzuki et al., 2000); a pesar de ello, sus funciones difieren, ya
que entre ellas se encuentran tanto proteinas pro-apoptdticas como anti-apoptoticas,
pudiendo ser transformadas las de un grupo en otro mediante “splicing” alternativo o
digestion especifica de la proteina madura (Cheng et al., 1997; Liang et al., 2002); ademds,
dentro del grupo de pro-apoptodticas y anti-apoptdticas se pueden reemplazar entre ellas con
facilidad. Son cambios conformacionales muy sutiles los que determinan su localizacién v,
consecuentemente, su funcion.

Todas las proteinas de esta familia poseen de 1 a 4 dominios de homologia Bcl-2 (BH1-4). La
rama pro-apoptdtica de estas incluye las proteinas multidominio BAX y BAK (Antinigani and
Youle, 2006), asi como las proteinas de BH3 unico como BID o BIM (Kelekar and Thompson,
1998). Son las proteinas BAX y de BH3 Unico las que inician la permeabilizacién de la
membrana externa mitocondrial tras la induccidn de la apoptosis (Buttner et al., 2011).

Esta complejidad, junto con el hecho de que las células de mamifero poseen sus propios genes
enddgenos de Bcl-2, dificulta el estudio mediante expresién heterdloga de los mecanismos por
los que esta familia regula la apoptosis en la célula. Es por ello que se necesita emplear un
modelo celular adecuado en este estudio. La levadura S. cerevisiae no posee homadlogos obvios
de las proteinas involucradas en la regulacién de la apoptosis en mamiferos, lo que la
convierte en un excelente sistema modelo para descubrir la funcidn de las proteinas de la
familia Blc-2 de nuestro interés en relacién a la apoptosis regulada mediante la mitocondria
(Priault et al., 2003). Estas son: la pro-apoptoética BAX y la anti-apoptdtica Bel-X,.



1.2.1.1 BAX

La proteina nativa intacta BAX se encuentra en el citosol de células sanas de mamifero, pero
tras la induccién de la apoptosis se transloca a la membrana mitocondrial, siendo la sefial de
localizacién mitocondrial la estructura en a-hélice localizada en el extremo N-terminal entre
los aminodacidos 24 y 37 de BAX (llamada al) (Cartron et al., 2003). Dicha translocacién no
ocurre de forma espontdnea in vitro, al contrario que la interaccion de Bcl-X, con la
mitocondria, aunque se desconoce la naturaleza de la molécula efectora de la translocacién de
BAX (Tremblais et al., 1999). Sin embargo, se ha demostrado que la proteina modificada c-myc-
tagged BAX (empleada en este trabajo) si es capaz de anclarse a la membrana mitocondrial de
células sanas de mamifero espontaneamente (Manon, Chaudhuri and Guérin, 1997)
provocando la muerte celular.

1.2.1.2 Proceso apoptoético en la mitocondria regulado por BAX

El principal papel de la mitocondria en el desencadenamiento de la apoptosis es la liberacién
de una serie de proteinas desde el espacio intermembrana al espacio citosélico. De estas, se
han identificado cuatro hasta el momento: el factor inductor de la apoptosis (AIF de sus siglas
en inglés); el smac/diablo; la endonucleasa G; y el citocromo c, cuya liberacion representa un
paso clave en la iniciacién de la apoptosis (Priault et al., 2003). Esta liberacién ocurre por un
proceso conocido como permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa (MOMP de sus
siglas en inglés), cuyos mecanismos estan aun por determinar.

Cabe destacar que, la mitocondria, ademas de estar involucrada en procesos de apoptosis,
también puede sufrir mitofagia, siendo uno de los dos procesos el elegido por la célula a cada
momento, son respuestas contrarias frente al estrés. La mitofagia consiste en la degradacion
especifica de las mitocondrias dafiadas de la célula a través de los lisosomas (o en la vacuola en
levadura). La mitofagia es un proceso esencial, que mantiene la cantidad y la calidad
mitocondrial necesaria para obtener la energia suficiente para sobrevivir, sin sobrepasar la
produccién de ROS mitocondrial que puede provocar dafios en el orgdnulo (Kurihara et al.,
2012). Este proceso se activa en respuesta a estrés, ayuno o infeccién y consta de varios pasos,
que incluyen la aparicidn de una estructura de doble membrana llamada fagéforo, en forma de
copa; la elongaciéon de esta estructura hasta la contencidn de componentes citoplasmaticos; y
su posterior fusién a lisosomas/vacuolas para llevar a cabo la degradacion de dichos
componentes. Este aspecto de la funcionalidad mitocondrial es importante para el presente
estudio, ya que se ha sugerido que la presencia del esfingolipido hexadecenal puede ser
decisiva para que la célula opte por activar la apoptosis en lugar de la mitofagia.

Se ha propuesto la hipotesis de que, tras la interaccién entre BAX y la mitocondria, esta
proteina formaria un canal mitocondrial inducido por apoptosis (MAC de sus siglas en inglés)
cuyo tamafio y especificidad permitirian la permeabilizaion de la membrana mitocondrial al
paso del citocromo c, proteina globular de 3 nm de didmetro y carga positiva. Una vez en el
citosol, el citocromo c interactia con Apafl y la procaspasa 9 para iniciar la activacién de las



caspasas 3, 6 y 7, principales proteasas ejecutoras de los procesos apoptéticos (Li et al., 1997).
Estas proteasas atacarian la membrana mitocondrial y desencadenarian la liberacién del AlF, el
smac/diablo y la endonucleasa G mediante un mecanismo conocido como “poro de transicion
a la premeabilidad” (PTP; Bernardi, 1999) del cual no se conocen con seguridad su estructura
ni sus reguladores, pero cuya apertura estaria modulada positivamente por BAX, y
negativamente por Bcl-X, (Priault et al., 2003).

1.2.1.3 Bcl-X..

Se ha demostrado que la proteina Bcl-X, impide la muerte celular cuando es co-expresada con
BAX mediante el bloqueo o retraso de la liberacion del citocromo c. Por otra parte, Bcl-X,
también inhibe la activacidon de las caspasas tanto in vivo como in vitro. Bajo condiciones
normales, Bcl-X, se encuentra secuestrada en el citosol por la proteina BAD, sin embargo, tras
la sefializacién pertinente de los receptores de factor de crecimiento, BAD es fosforilada por la
quinasa Akt de forma que Bcl-X, es liberado y enviado a la mitocondria. Por tanto, cuando los
niveles de factor de crecimiento disminuyen o este no es sintetizado correctamente, Bcl-X,
queda secuestrado y BAX da lugar al inicio de la apoptosis (Finucane et al., 1999).

1.2.2 Apoptosis en levadura

El proceso por el cual BAX inicia la apoptosis descrito anteriormente se ha denominado:
modelo en dos etapas para la permeabilizacion mitocondrial inducida por BAX (Fig. 3), y recoge
las distintas hipdtesis que relacionan BAX con la apoptosis mediada por la mitocondria en
células de mamifero. Sin embargo, en S. cerevisiae el citocromo c citosélico no produce la
misma activacion de las caspasas ni la permeabilizacion completa de la membrana
mitocondrial externa que ocurre en mamiferos, lo que proporciona una ventaja a la hora de
emplear levadura como organismo modelo, ya que se puede estudiar este primer paso
(liberacién del citocromo c) en detalle, independientemente de pasos posteriores (Priault et
al., 1999).

En levadura, BAX puede inducir la apoptosis de dos formas. Por una parte, y de forma similar a
células de mamifero, la liberacién del factores mitocondriales produce la activacion de una
serie de proteasas, entre ellas la caspasa Ycalp, enzima implicada en la respuesta a estrés
oxidativo (Madeo et al., 2002). Por otra parte, existe una ruta alternativa que implica la
activacion de otra proteina de la membrana mitocondrial externa, la Uthlp, la cual estd
altamente relacionada con los procesos de autofagia en las células de levadura (Camougrand
et al.,, 2003). Esto sugiere que existe una relacién entre la muerte celular inducida por BAX y la
autofagia.
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Figura 3. Modelo en dos etapas para la permeabilizacién mitocondrial inducida por BAX.

Cuando BAX se inserta en la membrana mitocondrial externa forma el MAC que cataliza la liberacion de
citocromo ¢ mediante permeabilizacién selectiva de la membrana. Este mecanismo puede ser
reproducido en levadura empleando c-myc tagged BAX. En células de mamifero, el citocromo c activa
pasos de apoptosis subsiguientes, los cuales inducen la apertura de PTP permitiendo la liberacién de
otros reguladores de la apoptosis como AIF o smac/diablo. Esta permeabilizacion completa no se observa
en levadura (Priault et al., 2003).

1.2.6 Relacion de los esfingolipidos con la apoptosis mediada por
BAX

Se ha comprobado que los niveles de liberacidn de citocromo ¢ son mayores en aquellas
células que expresan BAX y se les afiaden esfingolipidos, que en aquellas que Unicamente
tienen BAX. Ademas esta liberacion se ve inhibida cuando se co-expresa con Bcl-X, en células
de mamifero. El metabolismo de los esfingolipidos estd involucrado en procesos de apoptosis y
coordina la activacion de BAX mediante un producto concreto, el hexadecenal. Se ha
demostrado que el hexadecenal se asocia fisicamente a BAX de forma especifica in vitro, ya
qgue no se une a Bcl-X, (Fig. 4), pero se desconoce si esta unién tiene lugar in vivo o si tiene
algun papel en la interaccion entre BAX y la mitocondria, lo cual serd investigado en este
trabajo (Chipuk et al., 2012).
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Figura 4. Interaccion fisica entre hexadecenal y BAX.

Membranas de nitrocelulosa microinyectadas con los picomoles indicados
de S1P o hexadecenal combinado con BSA y ponceau red para su
visualizacién. Se incubaron las membranas con 50 ng de BAX o Bcl-X, y
testadas frente anticuerpos anti-BAX (marca vertical) o anti-Bcl-X, (marca
horizontal). Los controles positivos (*) se realizaron con un anticuerpo de
inmunoprecipitacién para BAX o Bcl-X, (Chipuk et al., 2012).
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es investigar el potencial de la levadura S. cerevisiae como
sistema experimental en el estudio del papel del esfingolipido hexadecenal en el mecanismo
de apoptosis celular. Para ello, se han fijado tres objetivos principales:

e Establecer la implicacion del hexadecenal en el desencadenamiento de la apoptosis
inducida por proteinas del tipo BAX de humanos.

e Determinar si la respuesta celular al estrés osmoético bloquea la entrada en apoptosis
inducida por BAX.

e Concretar la funcion de la enzima Hfd1






3. MATERIALES Y METODOS

3.1 CEPAS
Las cepas de la levadura Saccharomyces cerevisiae empleadas en este trabajo se muestran a
continuacién en la Tabla 1:

Tabla 1. Cepas silvestres y mutantes de delecion.

Cepa Genotipo

W303 MATa/MATa {leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15} [phi+]
BY4741 MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0

Adpl1 BY4741 dpl1::KAN

Ahfd1 BY4741 hfd1::KAN

3.2 CONDICIONES DE CULTIVO

Los medios empleados para los cultivos de levadura S. cerevisiae fueron los siguientes:

Medio YPD (Yeast extract — Peptone — Dextrose) liquido:
Se disuelven en agua MiliQ un 1% de extracto de levadura, un 2% de peptona y un 2% de
glucosa (dextrosa). Se autoclava a 121°C y 1.2 atmdsferas durante 20 minutos. Los cultivos en
este medio se incubaron a 28°C en agitacion (180 — 200 rpm).

Medio YPD (Yeast extract-Peptone-Dextrose) sélido:
Se disuelven en agua MiliQ un 1% de extracto de levadura, un 2% de peptona, un 2% de
glucosa (dextrosa) y un 2% de agar bacterioldgico. Se autoclava a 121°Cy 1.2 atm durante 20
minutos. En este medio, los cultivos se incubaron a 28°C.

Medio SD (Synthetic Dextrose) liquido:
Se disuelven en agua MiliQ 6,7 g/l de base nitrogenada de levadura, 20 g/l de glucosa
(dextrosa) y 50 mM de 4cido succinico pH=5,5. El medio se puede suplementar con los
aminodcidos requeridos a una concentracién 1x. Se autoclava a 121°C y 1.2 atm durante 20
minutos. Los cultivos en este medio se incubaron en agitacién a 28°C (180 — 200 rpm).

Medio SD (Synthetic Dextrose) sélido:
Se disuelven en agua MiliQ 6,7 g/l de base nitrogenada de levadura, 20 g/l de glucosa
(dextrosa), 50 mM de acido succinico pH=5,5 y 20 g/l de agar bacterioldgico. El medio se puede
suplementar con los aminodcidos requeridos a una concentracion 1x. Se autoclava a 121°Cy
1.2 atm durante 20 minutos. Los cultivos en este medio se incubaron a 28°C.
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3.3 PLASMIDOS

Para estudiar el efecto del gen BAX se empled el plasmido pCM189/tetp-BAX, mientras que
para estudiar el gen BCL-X, se empled el pladsmido pCM184/tetp-bcl-xl, ademas de sus
correspondientes plasmidos vacios pCM189/tetp y pCM184/tetp. Dichos plasmidos son
centroméricos, cuentan con las secuencias del represor tetR y el operador tetO, y los genes
BAX y Bcl-X, fueron insertados entre los sitios Hpal y BamHI de pCM189 (portador de URA3
como marcador de seleccién para levadura) y entre los sitios Stul y BamHI de pCM184
(portador de TRP1 como marcador de seleccion), correspondientemente. Ambas
construcciones fueron cedidas por Stéphen Manon (Priault et al., 1999).

Para estudiar la localizacion del gen YBH3 (homdlogo de BAX en S. cerevisiae) se empled el
plasmido pUG36-EGFP, y el plasmido OM14-dsRed. El plasmido llamado pUG36-EGFP (CEN,
URA3, AmpR) se empled vacio y ligado a Ybh3 (Blttner et al., 2011). El plasmido llamado
OM14-dsRed es el plasmido pAG415-GPD-OM14-dsRed (LEU) que permite visualizar la
mitocondria en color rojo bajo microscopio de fluorescencia (cedido por Markus Proft).

3.4 ANTICUERPOS EMPLEADOS EN LA DETECCION DE PROTEINAS

Dado que la proteina BAX empleada en este trabajo se encuentra fusionada a la “tag” myc, en
su deteccién se emplearon los anticuerpos: anticuerpo anti-myc (Roche anti-c-myc clone 9E10
anticuerpo monoclonal de ratdon, 11667203001 5mg/ml) como anticuerpo primario a una
dilucion 1:10000; y un anticuerpo “anti-mouse” (Amersham ECL Mouse IgG NA931-100ul,
anticuerpo de cabra anti-ratén conjugado a peroxidasa de rdbano) como anticuerpo
secundario a una dilucién 1:5000.

3.5 TECNICAS DE TRANSFERENCIA GENICA

3.5.1 Preparacion de células de S. cerevisiae competentes

Para realizar la transformacién en levadura se empled el método del acetato de litio (Gietz et
al., 1995) siguiendo los siguientes pasos.

En primer lugar, se prepararon células de levadura competentes. Para ello, se crecieron
cultivos de las cepas de levadura de interés en 50 ml de medio YPD liquido, hasta una
densidad éptica a 600 nm de longitud de onda (ODgy) entre 1 y 1.5. Los cultivos fueron
transferidos a tubos (Falcon) de 50 ml y se centrifugaron durante 3 minutos a 1500 rpm. Se
realizd un primer lavado con agua MiliQ estéril (30 ml) y un segundo lavado con 30 ml de LIiTE
1X estéril (0.1 M LiAcetate en 1X TE (10 mM Tris/HC| pH=7.6, 1mM EDTA)). Posteriormente, se
resuspendieron las células en 0.5 ml de TE 1X estéril de los cuales se transfirieron 60 ul a tubos
Eppendorf de 1.5 mly se incubaron 15 min a 30° C.
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3.5.2 Transformacion

Una vez preparadas las células, se afiadio a los tubos: 3 ul del plasmido de interés y 300 ul de
LiTE/40% PEG4000 (desde un stock fresco preparado mezclando 9 volimenes de 45% PEG4000
con 1 volumen de 10X LiTE). Se incubd la mezcla a 30° C durante 30 minutos y seguidamente a
42° C durante 20 minutos exactamente. Se centrifugaron las células a 1300 rpm durante 60
segundos para precipitar las células y se lavaron con 1 ml de agua MiliQ estéril. Finalmente se
plaguearon las células en medio selectivo sdlido y se incubaron a 30° C durante 1 o 2 dias.

3.6 ENSAYO MEDIANTE GOTEO (“DROP TEST”)

Para realizar este ensayo, en primer lugar se obtuvieron precultivos de las cepas de interés
sometidas a distintos tratamientos “overnight” (induccién de la expresién génica o estrés
osmotico con 0.4, 0.6 0 0.8 M NaCl). Se recolectaron los cultivos con una ODgy entre 1y 2 y se
emplearon para realizar diluciones seriadas (1:10; 1:100; 1:1000) en una placa multipocillo
estéril obteniendo un volumen total de 100 o 200 pl con el medio SD con o sin tratamiento
adicional (presencia de hexadecenal, induccién de la expresidn génica o estrés osmatico). Con
la ayuda de un aplicador manual (Sigma) se transfirieron aproximadamente 3 pl de cada
dilucion a placas de YPD sélido a distintos intervalos de tiempo de incubacién de la placa
multipocillo en la estufa a 28° C. Una vez plaguedadas, fueron incubadas a 28° C durante 2
dias.

3.7 TECNICAS DE MANIPULACION DE PROTEINAS

3.7.1 Sistemas de expresion Tet-Off y Tet-On

Los sistemas de expresion Tet-Off y Tet-On se basan en los sistemas de alta expresién génica
descritos por Gossen y Bujard (1992; Tet-Off) y Gossen et al. (1995; Tet-On). En el sistema Tet-
Off la expresidn del gen de interés se encuentra reprimida en presencia de tetraciclina (Tc) o
doxiciclina (Dox; un derivado de Tc), y se induce cuando estas son retiradas del medio de
cultivo. Por el contrario, el sistema Tet-On funciona a la inversa, la adicién de Dox activa la
expresion del gen de interés, este sistema ademds solo responde a Dox, no a Tc. Ambos
sistemas permiten una estricto control sobre los niveles de expresion, variando las
concentraciones de Tc y Dox.

En este trabajo se ha empleado el sistema Tet-Off incluido en los plasmidos cedidos por
Stéphen Manon, afiadiendo Dox como represor de la expresién a unas concentraciones de 2
pug/ml y 5 ug/ml. Se prefiere el uso de Dox en lugar de Tc porque se requiere una
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concentracion significativamente menor para una completa inactivacién (0.01-1 pg/ml Dox vs.
1-2 pg/ml Tc). Dichas concentraciones de los antibidticos se encuentran siempre por bajo de
los niveles citotoxicos para cultivos celulares o estudios con animales transgénicos. Una
ventaja adicional del uso de Dox frente a Tc es la vida media, pues la vida media de la Dox es
de 24 horas mientras que la de la Tc es de 12 horas (Clontech Laboratories, Inc., 2012).

Este sistema presenta varias ventajas frente a otros sistemas alternativos que son de interés
en el presente estudio. Por una parte, se trata de un sistema de expresidon débil, por lo que la
activacion de la expresion del gen apoptético BAX no supondra una amenaza inmediata para la
supervivencia de la célula. Ademds, como es inducible, permite alcanzar una masa celular
apropiada antes de activar la expresién de una proteina tdéxica como es BAX, de lo contrario, si
esta proteina se expresara desde el comienzo del cultivo, las células moririan sin poder ser
sometidas a otro tratamiento o condicién y esto dificultaria el estudio.

TE't- Uﬂ Tet-0ff System
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Figura 5. Representacion esquematica de la regulacion génica en el sistema de expresion Tet-Off.

El TRE (Tet Response Element) se localiza aguas arriba del promotor de citomegalovirus
(PminCMV), el cual se encuentra silenciado en ausencia de activacion. El tTA (tetracycline-
controlled transactivator) se une al TRE, permitiendo la activacién de la transcripcién del gen X de
interés, en ausencia de Tc o Dox (Clontech Laboratories, Inc., 2012).
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3.7.2 Obtencion de la fraccion proteica citosdlica y mitocondrial

Para enriquecer la fraccion mitocondrial del extracto total de las células de S. Cerevisiae se
empled el método de centrifugacidn mitocondrial descrito por Pon y Schon (2001).

En primer lugar, se obtuvo un cultivo de 100 ml en medio SD (-URA o —TRP segln necesario; sin
Dox) de cada una de las cepas silvestres y mutantes de interés, con y sin transformar con BAX,
a una ODgg entre 1 y 2. Las células se recuperaron por centrifugacién a 1500 rpm durante 3
min, se lavaron con 1 ml del buffer TSB (10 mM Tris/HCI pH 7.5, 0.6 M Sorbitol) y se
resuspendieron en 1 ml de buffer TSB + 10 ul de PMSF (100x). A continuacidn, se tomaron 500
ul de la suspensién y se les afiadieron de bolas de vidrio (0.4-0.5 nm de didmetro) hasta ocupar
dos tercios del volumen del tubo Falcon (15 ml) para lisar las células mediante 5 pases de 1
minuto con el “vortex”. Las células se mantuvieron siempre en hielo.

La solucién resultante se transfirid a un tubo Eppendorf de 1.5 ml, y se centrifugd durante 5
minutos a 600 g y 4°C. Esta centrifugacion a baja velocidad permitié que se sedimentaran el
debris celular, células sin lisar y los nucleos, dejando las mitocondrias, otras membranas
celulares y el citosol en el sobrenadante, que se recuperd y se transfiri6 a un nuevo tubo
Eppendorf y se centrifugd de nuevo durante 10 minutos a 1200 g y 4°C. Para recuperar la
fraccion mitocondrial (junto con otras membranas celulares contaminantes) se transfirié el
sobrenadante a un nuevo tubo (fraccion citosdlica) y el pellet se resuspendié en 200 pl de
buffer TSB + 2 ul PMSF (100x). Las fracciones se mantuvieron en el congelador a -20°C.

3.7.3 Electroforesis de proteinas en gel SDS-poliacrilamida

Mediante el detergente anidnico SDS (sodium dodecyl sulphate), se consigue que la movilidad
de las proteinas en el gel dependa sdlo de su peso molecular y no de su composicién. Este
detergente desnaturaliza las proteinas convirtiéndolas en estructuras lineales.
Aproximadamente esta presente una molécula de SDS por cada dos aminoacidos haciendo que
la densidad de carga eléctrica sea constante para diferentes proteinas independientemente de
su composicion aminoacidica, debido a que las cargas eléctricas de los aminodcidos son
enmascaradas por la gran cantidad de moléculas cargadas negativamente de SDS.

Para realizar la electroforesis, fue necesario preparar el gel de SDS-poliacrilamida para
proteinas. Este gel consiste en dos fases, una superior o fase de empaquetamiento en la cual
se concentran los complejos SDS-proteina, para posteriormente ser separados en la fase
inferior o fase de separacién en la cual los complejos se separan de acuerdo a su tamaiio. El gel
de separacion al 12% de acrilamida se prepard teniendo en cuenta el peso molecular de la
proteina de interés BAX (21 kDa). Esta fase contenia 5 ml de tampdn de separacion 2x (0,75 M
de Tris/HCl pH 8,8 y 0,2% SDS), 3 ml de acrilamida — bis 38:2, 4 ml de agua Milli Q, 100 ul de
peroxodisulfato de amonio (APDS) 10% en agua Milli Q y 5 ul de tetrametiletilenodiamina
(TEMED). Los componentes anteriores se mezclaron y se colocaron en el casete Mini Protean 3
System de BioRad. Para permitir la polimerizacién del gel, la cual requiere ausencia de oxigeno,
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se anadié una fina capa superior de isobutanol. Una vez polimerizado el gel, esta capa de
isobutanol se descartd y se eliminaron todos los restos.

A continuacién, se prepard el gel de empaquetamiento al 3% de acrilamida, el cual contenia
1,8 ml de tampdn de empaquetamiento 2x (0,25 M de Tris/HCI pH 6,8 y 0,2% SDS), 0,3 ml de
acrilamida-Bis 38:2, 1,5 ml de agua Milli Q, 100 ul de APDS y 3 ul de TEMED. Una vez
mezclados los componentes se vertieron encima del gel de separacién que ya estaba
polimerizado. Se colocé el peine, con precaucion para no generar burbujas entre los pocillos y
se dejo polimerizar. Una vez preparado el gel, se colocd en el tanque de electroforesis y se
rellend con tampdn SDS PAGE 1x (SDS PAGE 10x: 1,92 M de glicina, 1% de SDS, ajustando el pH
a 8,3 con Tris). Antes de inyectar las muestras en el gel, se prepararon en tampdn Laemmli 1x
(Laemmli 5x: 0,3M Tris/HCI pH 6,8, 7,5 % SDS, 0,1M DTE, 10mM EDTA, 30% sacarosa y
0,25mg/ml de azul de bromofenol). En el gel se inyectaron unos 20 pl de las muestras
preparadas (tras hervirlas durante 5 minutos a 952C) y el marcador de pesos moleculares y se
comenzé la electroforesis a 70 V durante 20 minutos, y se terminé con 40 minutos a 100 V,
empleando el Mini Protean 3 System.

3.7.4 Transferencia a membrana

Una vez concluida la electroforesis, se transfirieron las proteinas a una membrana PVDF
Immun-Blot® (BioRad) para facilitar el acceso de los anticuerpos en el paso posterior. Fue
necesario separar el SDS de las proteinas para facilitar la unidn de las proteinas a la membrana,
unién que tiene lugar en gran parte por interacciones hidrofébicas y por tanto dificil en
presencia de SDS. Esta separacidn se consiguid gracias al metanol, el cual estd presente en el
tampon de transferencia (100 ml de SDS-PAGE BUFFER 10x, 100 ml de metanol y 800 ml de
agua Milli Q).

El gel de separacion (el cual contenia las proteinas) se colocd junto con la membrana en la cual
se iba a producir la transferencia, entre dos papeles de filtro y a su vez, a modo de sandwich,
entre dos esponjas, de forma que al hacer pasar una corriente las proteinas se desplazaran del
gel hacia la membrana. Todos los componentes estaban humedecidos en tampén de
transferencia, excepto la membrana que se sumergié, antes de colocarla junto al gel, en
metanol para activarla. Se eliminaron todas las posibles burbujas formadas en el sandwich
antes de proceder a la transferencia, la cual se realizé a 10 V “overnight”.
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3.7.5 Western Blot

Para comenzar con la inmunodeteccién, la membrana libre de colorante se sumergié en 10 ml
de una disolucién de bloqueo de los sitios de unién no especificos. Se empleé una disolucién
de leche en polvo al 2% en TBS 1x (TBS 10x: 1,5M NacCl, 0,2M Tris/HCl pH 7,6), resultando el
tampdn TBSL, y se incubd en agitacién durante 1 hora. A continuacion, se eliminé la solucién
de bloqueo, y empleando la misma disolucidn se incubé la membrana con el anticuerpo
primario (anticuerpo Anti-myc monoclonal 910 MOUSE de ROCHE) a una dilucién 1:10000
(10 ml aproximadamente) durante 1 hora en agitacidon. Posteriormente, se elimind la
disolucién anterior y se realizaron 2 lavados de 5 minutos empleando la disolucién de bloqueo,
y un tercer lavado empleando TBS 1x, para eliminar los restos de anticuerpo primario.
Seguidamente se incubd el segundo anticuerpo (Amersham ECL Mouse IgG NA931-100ul,
anticuerpo de cabra anti-ratdn conjugado a peroxidasa de rabano) a una dilucién 1:5000 (10
ml aproximadamente) en TBS 1x, durante 1 hora en agitacidén. Transcurrido este tiempo, se
lavé la membrana 3 veces durante 5 minutos con TBS 1x, para eliminar los restos de
anticuerpo secundario. Para la deteccidn de las proteinas mediante quimioluminiscencia se
empled el kit ECLTM Prime Western Blotting Detection System, de AmershamTM, el cual nos
permite, gracias a la presencia de peroxidasa en el segundo anticuerpo utilizado, detectar las
proteinas de interés. La sefial se analizé utilizando peliculas de rayos X (Biomax Light-1, Kodak).

3.8 CONSUMO DE OXIGENO

Para realizar este experimento preparamos precultivos de la cepa silvestre BY4741 (WT) y el
mutante de delecion Ahfd1l, en 3 ml de medio SD suplementado con los aminoacidos
requeridos y sin Dox para inducir la expresion del gen BAX en las cepas transformadas. Estos
precultivos se crecieron hasta una ODgy de entre 1y 2. Se midid la OD exacta de cada uno de
ellos, para el analisis posterior de los resultados.

Para cada uno de los precultivos se realizdé un primer lavado de las células con agua MiliQ. A
continuacidn se realizé un segundo lavado, en este caso con NaPO4 (40 mM, pH= 7,4). Justo en
el momento previo a cada medida del consumo de O, de cada cepa, se resuspendieron las
células en 1 ml de NaPO4 suplementado con 1% de glucosa (sustrato para la fermentacién) y
se incubaron en agitacién a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Para realizar las medidas del consumo de O, de cada una de las cepas empleamos un electrodo
de oxigeno (Si Strathkelvin Instruments). Antes de realizar estas medidas, fue necesario
calibrar el equipo utilizando agua MiliQ para valores maximos de O, y bisulfito sédico (pH>8)
para valores minimos de O,. Para realizar las medidas se utilizé un volumen de muestra de 500
pl. El consumo se midié durante 30 minutos para cada una de las cepas y se realizaron dos
medidas de cada una.
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3.9 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

La fluorescencia es una propiedad que poseen ciertas sustancias, caracterizada por la
capacidad de absorber energia en forma de radiaciones electromagnéticas y luego emitir
parte de esa energia en forma de radiacidn electromagnética con una longitud de onda
diferente, resultando en una luz de un color particular (Skoog, Holler and Nieman, 1998). Dicha
emisién es simultanea a la absorcidn y no persiste tras esta. En biologia molecular se emplea
este fendmeno para visualizar mediante microscopia cualquier molécula (proteina,
componente de membrana, etc.) que se haya fusionado a un epitopo fluorescente para
estudiar su localizacion.

Para estudiar la localizacion intracelular de la proteina de fusién YBH3-GFP en células vivas, se
obtuvieron cultivos “overnight” a una ODgy alrededor de 1y se trataron con 120 mM de acido
acético (Buttner et al.,, 2011), 2 mM de haxadecenal o se dejaron en condiciones normales
durante 30 minutos y se analizaron empleando microscopia de epifluorescencia. La
mitocondria fue visualizada empleando una proteina DsRed Sul-69, codificada en el vector
pAG415-GPD-OM14-dsRed. Para la microscopia se empled el microscopio NIKON ECLIPSE E600
con el objetivo Plan Fluor 100x/1.30 Qil DICH y la cdmara de deteccién digital Nikon DS — Ril
para tomar las imdagenes.
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4. RESULTADOS

4.1 PAPEL DEL HEXADECENAL EN EL DESENCADENAMIENTO DE
LA APOPTOSIS INDUCIDA POR BAX

4.1.1 Efecto del hexadecenal en células de levadura que
sobreexpresan los genes BAX y Bcl-X;. de humanos

Siguiendo el estudio realizado por el equipo de Chipuk et al. (2012) que demostraba la
interaccion entre el esfingolipido hexadecenal y la proteina BAX in vitro, ademas de la
inhibicion de la muerte celular en presencia de Bcl-X,, en este trabajo se quiso comprobar el
efecto de la sobreexpresién de estas proteinas y su respuesta a la adicion de distintas
concentraciones de hexadecenal en el modelo celular de levadura S. cerevisiae. Este efecto se
traduciria en cambios en la capacidad de crecimiento de las células que se evaludé mediante un
ensayo de goteo (Fig. 6).
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Figura 6. Efecto del hexadecenal sobre células que sobreexpresan BAX y Bcl-X;.

Se comparé efecto del tratamiento con hexadecenal a 25 uM y 50 uM durante 0, 6 y 24 horas en varios
cultivos de S. cerevisiae respecto a las condiciones normales (sin adicion de hexadecenal): la subfigura 6A
muestra el crecimiento de la cepa control, es decir, células de la cepa W303 transformadas con el plasmido
pCM189 vacio, frente a células de la misma cepa transformadas con el plasmido unido al gen proapoptético
BAX de humanos; la subfigura 6B compara el crecimiento en medio sélido de la cepa W303 transformada con
el plasmido pCM184 vacio, frente a la que sobreexpresa el gen antiapoptético Bcl - X, de humanos.
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Este experimento corroboré que la adicién de hexadecenal en células que sobreexpresan BAX
provoca un incremento de la muerte celular dependiente de la dosis de hexadecenal en
comparacién con las cepas control que no la sobreexpresan. Este incremento se observo en las
células que habian permanecido bajo el tratamiento durante 6 horas, sin embrago, tras 24
horas de tratamiento el crecimiento celular se recuperaba. Ademds, se observdé que en
aquellas células que sobreexpresan Bcl-X,, la presencia de hexadecenal no afecta al
crecimiento celular, siendo este incluso mayor que en las células control que no lo
sobreexpresan.

Esto parece indicar que: en primer lugar, el esfingolipido hexadecenal contribuye de algin
modo a la permeabiliacién de la membrana mitocondrial externa inducida por BAX que
provoca la liberaciéon del citocromo c del espacio intermembrana, desencadenando los
procesos de apoptosis regulados por este (Priault et al., 2003). De esta forma, se podria
considerar que el hexadecenal es la posible molécula transportadora de BAX desde el citosol a
la membrana mitocondrial externa (dada su interaccion in vitro; Chipuk et al., 2012) o el
posible activador de una cascada que lleve a dicha translocaciéon. En segundo lugar, la
recuperacion de la actividad celular pasadas 24 h de tratamiento con hexadecenal sugiere que
las células de levadura cuentan con un mecanismo de respuesta a este estrés que les permite
degradar este esfingolipido e impedir su efecto nocivo sobre el crecimiento celular. Este
mecanismo podria tratarse de la ruta de degradacién de la S1P en la que participa la encima
Hfd1, que degrada el hexadecenal a 4cido hexadecenoico (Nakahara et al., 2012).

Por otra parte, los resultados obtenidos en las células que sobreexpresan Bcl-X, humana
muestran que esta proteina no solo protege a la célula de los procesos apoptdticos que pueda
desencadenar la presencia de hexadecenal (en caso de que la levadura posea algln sistema de
apoptosis propio que responda al hexadecenal), sino también de aquellos enddgenos a la
propia actividad de la célula (respuesta a estreses no controlados en el experimento,
disminucién en los niveles de nutrientes en el medio de cultivo, envejecimiento celular, etc.),
permitiendo un crecimiento mayor que en las células carentes de esta proteina exdgena.

4.1.2 Localizacion de BAX en células de levadura

Para evaluar los efectos sobre la localizacion de BAX de la acumulacién de hexadecenal en
células de levadura en este caso no se afiadié de forma exdgena este esfingolipido, sino que se
emplearon las cepas mutantes de delecion para las enzimas Hfd1p (degrada hexadecenal) y
Dpllp (degrada S1P a hexadecenal). De esta forma, se esperaria observar una mayor presencia
de BAX en la fraccién proteica mitocondrial de las células en las que se acumula una mayor
cantidad de hexadecenal, es decir, la cepa mutante para Hfd1. Ademas, también se evalud el
contenido en BAX de la fraccidén proteica del citosol. Para ello, tras realizar las extracciones
proteicas correspondientes, se llevd a cabo la deteccién inmunolégica mediante Western Blot

(Fig. 7).

Los resultados obtenidos en este experimento no permiten obtener conclusiones significativas
acerca del cambio de localizacién de BAX en la célula en respuesta a un aumento o
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disminucién de la concentracién del hexadecenal celular. La pelicula de revelado del Western
Blot presenta una hibridacién inespecifica entre los anticuerpos empleados y una proteina
desconocida de tamafio mucho mayor al correspondiente a BAX (21 kDa), sin diferencias
notables entre las células que sobreexpresan BAX y las cepas control. Las razones por las que
no se detectd la proteina de interés pueden ser varias, por una parte, puede ser que esta
proteina resulte demasiado toxica para la célula y que el sistema de expresiéon no es lo
suficientemente fuerte para alcanzar unos niveles de proteina detectables por este método;
por otra parte hay que tener en cuenta que el epitopo myc se encuentra fusionado al extremo
C-terminal de BAX, el cual es el mas hidréfobico y se inserta en la membrana mitocondrial, lo
cual podria suponer un obstaculo para la deteccidn inmunoldgica. Este obstaculo se podria
salvar si empledramos microscopia de fluorescencia para observar directamente la localizacion
de BAX. Aunque esto supondria preparar las construcciones de fusién de BAX a GFP,
comprobar su funcionalidad y repetir el experimento para comparar su localizaciéon en los
distintos mutantes.

A WT Ahfd1 Adpl1 B WT+BAX  Ahfd1+BAX Adpl1+BAX

M SN P SN P SN P M M SN P SN P SN P

Figura 7. Visualizacion por inmunodeteccion de la proteina myc-tagged BAX.

Se realizd un ensayo Western Blot con las fracciones mitocondrial (P; pellet) y citosélica (SN; sobrenadante) de los
extractos de las cepas silvestre (WT o BY4741) y mutantes de delecidn para enzimas de la ruta de degradacién de la S1P
involucradas en el metabolismo del hexadecenal (Hfdlp y Dpllp), transformadas, bien con el plasmido pCM189 vacio
(subfigura 7A), o bien con el plasmido ligado al gen proapoptdtico BAX de humanos (subfigura 7B). M indica el carril en el
gue se cargdé el marcador de pesos moleculares.

4.1.3 Localizacion de la proteina de S. Cerevisiae Ybh3p
(homologo de BAX humano) tras tratamiento con estreses

En levadura, el mecanismo de apoptosis mds extensamente estudiado es el inducido por acido
acético. El equipo de Bittner et al (2011) identificé una proteina de levadura (Ybh3p) que
interactda con Bcl-X, y comprende un dominio BH3 funcional. Bajo tratamiento con acido
acético, esta proteina se transloca a la mitocondria y activa los procesos de apoptosis
dependientes del dominio BH3, es decir, los mismos mecanismos que induce la proteina
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humana pro-apoptdtica BAX. Ybh3p induce la muerte celular y la disrupcion del potencial
transmembrana mitocondrial via el transportador de fosfato mitocondrial Mirlp. Las
deleciones de Mirlp y su ortdlogo humano SLC25A3/PHC, inhibe la focalizacién a la
mitocondria inducida por estrés de Ybh3p en levadura y de BAX en células de humano,
respectivamente. Ademas, la delecidn del gen Ybh3 alargaba la vida de la célula y aumentaba
su resistencia a la induccién de la apoptosis. Por tanto, se considera a Ybh3 una proteina de
levadura con un dominio BH3 funcional que activa la muerte celular mediante mecanismos
conservados con humanos (Blttner et al., 2011).

En esta linea, en el presente estudio se quiso determinar si esta proteina de levadura se
comportaria del mismo modo bajo tratamiento con hexadecenal que con acido acético. Para
ello, se empled la microscopia de florescencia para observar los posibles cambios de
localizacién de Ybh3p (fusionado a GFP) en condiciones favorables y tras tratamiento con 50
UM de hexadecenal durante 30 minutos y también para establecer si esta translocacion
conlleva la colocalizacién con la mitocondria, cuya proteina de membrana Oml4p se
encuentra fusionada a dsRed para este experimento. Cabe resaltar que, a diferencia de BAX,
Ybh3p se encuentra en la vacuola de la célula en condiciones normales. Ademas, se repitio el
experimento de Biittner et al. con 120 mM de acido acético, para comprobar su
reproducibilidad (Fig. 8).

Condiciones normales 120 mM Acido acético (30’) 50 uM Hexadecenal (30’)

GFP dsRed GFP dsRed Overlay No

GFP dsRed  Overlay Normaski

Overlay Normaski

rmaski

Control

YBH3

Figura 8. Observacion mediante microscopia de fluorescencia de la localizacion de Om14p (dsRed) e Ybh3p (GFP).

Visualizacion bajo microscopia de florescencia de la localizacién celular de la proteina mitocondrial Om14p (en rojo) y la proteina
homdloga de BAX en levadura Ybh3 (en verde) por separado, superpuestos, e imagen de la célula (Normaski) en condiciones
normales (sin estrés), tras un tratamiento de 30 minutos con acido acético a una concentracién 120 mM vy tras un tratamiento de 30
minutos con hexadecenal a una concentracion de 50 uM. El control es la cepa BY4147 transformada con los pldsmidos pUG36 EGFP
y pAG415-GPD-OM14-dsRed (vacios); YBH3 indica los resultados de la cepa BY4147 transformada con los plasmidos pUG36 EGFP-
Ybh3 y pAG415-GPD-OM14-dsRed-Ybh3.
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Las imdagenes en la figura 8 demuestran que, bajo condiciones normales, Ybh3p se encuentra
en la vacuola y tras inducir la apoptosis mediante el tratamiento con acido acético durante 30
minutos, su localizacidn cambia y coincide con la mitocondria, confirmando los resultados
obtenidos anteriormente por Biittner et al. Sin embargo, tras el tratamiento con hexadecenal,
esta translocacién no se observa en ningln caso, e Ybh3p permanece en la vacuola. Estos
resultados indican que la célula de levadura puede poseer un gen homdlogo a BAX en cuanto a
estructura y funcién, pero Ybh3p no interacciona con el hexadecenal ni su activacién depende
de la presencia de este esfingolipido en la célula.

4.2 RELACION ENTRE LA RESPUESTA CELULAR AL ESTRES
OSMOTICO Y LA ENTRADA EN APOPTOSIS INDUCIDA POR BAX

4.2.1 Efecto del estrés osmoatico en células que sobreexpresan
BAX y Bcl-X..

De forma paralela al efecto de la acumulacién de hexadecenal en la célula, se evalué la
capacidad de recuperacién de las células que sobreexpresan BAX y Bcl-X, bajo tratamiento con
estrés salino. En este experimento se pretende determinar si la acumulacién en la célula del
enzima Hfd1p en respuesta al estrés osmotico es capaz de bloquear la entrada en apoptosis
activada por BAX, dos mecanismos altamente complejos y escasamente estudiados en
conjunto por la dificultad de controlar todos los factores que pueden alterar los resultados y la
obtencién de conclusiones definitivas.

Los resultados del primer ensayo de este experimento no son concluyentes porque se observa
una marcada disminucion del crecimiento celular en todas las muestras con BAX a tiempo 0 en
comparacién con las control (Fig. 9), lo que indica que la induccién de la expresion de este gen
mediante la retirada de Dox del medio durante el crecimiento “overnight” resulta demasiado
téxico para la célula y enmascara el posible efecto del tratamiento salino posterior.

Por ello, se repitid el experimento invirtiendo las condiciones, es decir, creciendo las células
con Dox “overnight” para bloquear la expresion de los genes BAX y Bcl-X, pero en un medio de
cultivo con 0.4 y 0.6 M de NaCl; y se indujo la expresion tras alcanzar una densidad dptica
adecuada (Fig. 10). La adaptacion de las células afectadas por el estrés osmético al crecimiento
en un medio que ademas inducia la expresién de bien un gen pro-apoptético (BAX) o un gen
anti-apoptdtico se evalué a las 0, 1, 4 y 24 horas. De nuevo, no se pudieron extraer
conclusiones de los resultados porque el sistema de inactivacién de la expresion “overnight”
habia fallado y las células que sobreexpresaban BAX mostraban un crecimiento mucho menor
a las demas. Se dedujo que la concentracién empleada de Dox (1 pg/ml) no habia sido
suficiente para reprimir la expresion y se repitié el experimento afiadiendo cinco veces mas de
este antibidtico, es decir, 5 ug/ml para reforzar la inhibicidn de la expresion (Fig. 11).
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Figura 9. Efecto del estrés osmdtico en células que sobreexpresan BAX y Bcl-XL
“overnight” sin Dox.

Se compard el efecto del tratamiento “overnight” sin Dox, tras 0, 4, 20 y 24 horas de
incubacién a 28°C con distintas concentraciones de NaCl (0.4 My 0.8 M) en varios cultivos de
S. cerevisiae respecto a las condiciones normales (sin tratamiento con NacCl): la subfigura 9A
muestra el crecimiento en medio sélido de la cepa control, es decir, células de la cepa W303
transformadas con el plasmido pCM189 vacio, frente a células de la misma cepa
transformadas con el plasmido unido al gen proapoptético BAX de humanos; la subfigura 9B
compara el crecimiento en medio sélido de la cepa W303 transformada con el plasmido
pCM184 vacio, frente a la que fue transformada con el plasmido ligado al gen antiapoptético
Bcl-X,.
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Figura 10. Efecto del estrés osmoético en células que sobreexpresan BAX y Bcl-XL
“overnight” con 1 pg/ml de Dox.

Se compard el efecto del tratamiento “overnight” con distintas concentraciones de NaCl (0.4 My 0.8
M) y 1 pg/ml de Dox, tras 0, 1, 4 y 24 horas de incubacion a 28°C sin Dox en varios cultivos de S.
cerevisiae respecto a las condiciones normales (sin tratamiento con NaCl): la subfigura 10A muestra
el crecimiento en medio sélido de la cepa control, es decir, células de la cepa W303 transformadas
con el plasmido pCM189 vacio, frente a células de la misma cepa transformadas con el plasmido
unido al gen proapoptético BAX de humanos; la subfigura 10B compara el crecimiento en medio
sélido de la cepa W303 transformada con el plasmido pCM184 vacio (control), frente a la que fue
transformada con el plasmido ligado al gen antiapoptético Bcl-X,.

Finalmente, se consiguid que el crecimiento celular a las Oh de activacion de la expresidn fuese
el mismo para todas las muestras, como se observa en la figura 11. Sin embargo, los resultados
a las 1, 8 y 24 horas siguientes no muestran diferencias significativas entre la adaptacion al
estrés en las células que sobreexpresan BAX y Bcl-X, y las que no. Por tanto, no se ha podido
establecer relacidon entre la adaptacion al estrés osmético de células de levadura y la presencia
de genes pro- o anti- apoptdticos humanos. Una de las razones por las que esto ha podido
suceder es que la concentracion escogida de NaCl (0.4 y 0.8 M) no sea suficientemente alta
para causar dafos visibles en la célula a los tiempos escogidos, dado que en la figura 11 no se
observa una caida del crecimiento celular significativa entre las células “sanas” crecidas en
condiciones normales (sin NaCl) y las tratadas en condiciones de salinidad.
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Figura 11. Efecto del estrés osmdtico en células que sobreexpresan BAX y Bcl-XL
“overnight” con 5 pg/ml de Dox.

Mismo procedimiento que en la figura 10 pero en este caso en el tratamiento “overnight” se afiadid
Dox a una concentracién de 5 pg/ml.

Dado que esta técnica (Drop test) ha resultado poco adecuada para realizar esta investigacion,
podrian realizarse estudios alternativos como la medida cuantitativa de la liberacion del
citocromo c desde el espacio intermembrana mitocondrial al citosol celular. De esta forma se
podria estudiar al detalle el efecto de BAX sobre las células sometidas a estrés osmadtico donde
la presencia de hexadecenal es minima, dada la acumulacién del enzima catalitico Hfd1. Sin
embargo, cabe destacar que el mecanismo estudiado en este trabajo comprende una gran
complejidad de rutas y genes involucrados que dificulta la obtencidn de resultados claros y
determinantes.

Por otra parte, se ha demostrado que el estrés osmadtico provoca la activacion de mecanismos
de mitofagia en la célula de levadura (Manzanares, Pascual-Ahuir y Proft, observaciones no
publicadas), es por ello que quizd en este experimento la respuesta al estrés salino no sea
detectable a nivel de crecimiento sino en la capacidad respiratoria de la célula. Para detectar
este efecto se podria realizar la medida del consumo de oxigeno en cepas cultivadas en medios
con una alta concentracion de sal, con y sin induccion de la expresion de los genes BAX y Bcl-
XL
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4.3 FUNCION DEL ENZIMA HFD1

4.3.1 Efecto de la sobreexpresion de BAX sobre la funcionalidad
mitocondrial

Se evalué la toxicidad de BAX sobre la mitocondria en cepa silvestre y mutante de delecion
para Hfd1, esperando que en este ultimo, la acumulacién de hexadecenal incrementara el
dafio en la mitocondria. Se analizé la medida de la tasa respiratoria celular de una colonia no
transformada y dos clones independientes del cultivo transformado con el plasmido pCM189
ligado a BAX, para asegurar que la muestra fuera representativa. Esta medida se realizd
mediante la cuantificacién del consumo de oxigeno en células que sobreexpresaban BAX y los
resultados se relativizaron tomando como consumo normal (control) el de la cepa silvestre sin
sobreexpresion de BAX (Fig. 12).
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Figura 12. Medida del consumo de oxigeno de las cepas silvestre y mutante de
delecion de Hfd1l con y sin sobreexpresiéon del gen proapoptético BAX de
humanos.

Se empled un electrodo de oxigeno para cuantificar el consumo de oxigeno de las células
de las cepas silvestre (WT o BY4147) y mutante de delecién de Hfd1 (Ahfd1) con y sin
sobreexpresion del gen BAX de humanos. Los resultados se relativizaron tomando como
tasa maxima (1) el consumo de la cepa silvestre. Se muestran el consumo relativo medio
de cada duplicado realizado para cada cepa, asi como la desviacion estandar de los
mismos. Se eligieron dos clones independientes de las cepas transformadas con BAX para
asegurar la representatividad poblacional de la muestra: WT-BAX | y I, indican los clones
del cultivo silvestre transformado y Ahfd1-BAX Iy Il indican los clones del cultivo mutante
transformado.
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Analizando estadisticamente los resultados, se comprobd que: por una parte, las células de la
cepa silvestre en las que se habia inducido la sobreexpresion de BAX mostraban
comportamientos distintos, ya que el clon 1 (WT-BAX /) mantuvo un consumo de oxigeno
similar al de la cepa control (p=0.32), mientras que el clon 2 (WT-BAX Il) redujo notablemente
su capacidad respiratoria en comparacion con la cepa silvestre (p=0.0029); en cuanto a las
cepas mutantes Ahfd1, Ahfd1-BAX | y Ahfd1-BAX II, interesantemente se encontré que todas
ellas compartian un consumo de oxigeno similar, pero este era relevantemente menor que el
de la cepa silvestre sin BAX (p=0.025, p=0.011, p=0.012, respectivamente).

La disparidad de los resultados obtenidos en los clones de WT-BAX se explica por el hecho de
qgue la célula de levadura transformada con un gen téxico puede revertir y no expresar dicho
gen, dando lugar a un comportamiento similar al de una célula sin transformar. De esta forma,
teniendo en cuenta Unicamente el resultado del segundo clon, se puede deducir que la
presencia de BAX en la célula de la cepa silvestre afecta a la funcionalidad mitocondrial
provocando la permeabilizacidon de sus membranas, pero en aquellas células que no poseen el
enzima Hfd1lp la sobreexpresién de este gen no induce un dafo mayor que el causado por la
acumulacién de hexadecenal. Lo cual nos lleva a especular que la presencia del enzima Hfd1p
en la membrana mitocondrial externa puede jugar un papel relevante en el reclutamiento de
BAX a la misma.

4.3.2 Correlacion entre el estrés osmotico y la ruta de
degradacion de la esfingosina-1-fosfato

Se realiz6 un analisis “drop test” con el fin de analizar la relacidn entre la muerte celular
activada mediante la sobreexpresidn de BAX con la respuesta al estrés osmatico y con la ruta
de la degradacion de la S1P, en concreto, con el papel que desempefia el metabolito
intermediario hexadecenal. Se estudid el crecimiento de la cepa silvestre en condiciones de
estrés osmotico tanto con la sobreexpresion de BAX como sin ella y de la cepa mutante Ahfd1
bajo las mismas condiciones. En principio, la ausencia del enzima Hfd1p causaria el mismo
efecto en la célula que la adicion de hexadecenal, analizado anteriormente en este trabajo,
pero ademas se propuso estudiar este efecto en células que crecen en adaptacién a un medio
salino con 0.4 0 0.8 M de NaCl “overnight” y tras 0, 1, 8 y 24 horas de induccion de la expresidn
de BAX (Fig. 13).

De nuevo, no fue posible observar una clara diferencia entre el crecimiento de las cepas sin
tratamiento salino y las incubadas en condiciones favorables, como tampoco se detecta un
menor crecimiento de las células en las que se acumula hexadecenal en comparacion con la
cepa silvestre. Sin embargo, en este caso, y en contraste con los resultados de la medida del
consumo de oxigeno, se observa una disminucion en la capacidad funcional de las células de la
cepa mutante cuando sobreexpresan BAX.
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Figura 13. Efecto del estrés osmoético en células que sobreexpresan BAX de cepas
silvestre y mutante de delecién para Hfd1.

Ahfd1-
BAX

Efecto del tratamiento “overnight” con distintas concentraciones de NaCl (0.4 My 0.8 M) y 5
pug/ml de Dox, tras 0, 1, 8 y 24 horas de incubacion a 28°C sin Dox en varios cultivos de S.
cerevisiae respecto a las condiciones normales (sin tratamiento con NaCl): la subfigura 13A
muestra el crecimiento en medio sélido de la cepa control, es decir, células de la cepa BY4147
transformadas con el plasmido pCM189 vacio, frente a células de la misma cepa transformadas
con el plasmido unido al gen proapoptdtico BAX de humanos; la subfigura 13B compara el
crecimiento en medio sélido de la cepa mutante Ahfd1 transformada con el pldasmido pCM184
vacio (control), frente a la que fue transformada con el pldasmido ligado al gen proapoptético
BAX.

Esto podria significar que el efecto de la interaccidén entre la ausencia de la enzima Hfd1p con
BAX no es observable al nivel de la respiracidn celular sino en otros procesos implicados en el
crecimiento y la muerte celular. También es deducible que la ausencia de este enzima no
provoca un efecto en la célula equiparable a la adicion exdgena de hexadecenal, ya que, como
se observa en la figura 5, este ultimo induce la entrada en apoptosis en la célula notablemente
mientras que la delecidon de Hfd1p afecta especialmente a la capacidad respiratoria, como se
observa en la figura 10.
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5. DISCUSION

Teniendo en cuenta la complejidad de los procesos de apoptosis y respuesta a estrés en
relacion al papel del esfingolipido hexadecenal estudiados en este trabajo, podemos concluir
gue el empleo de la levadura S. cerevisiae ha resultado exitoso al permitir extraer varios
resultados de gran interés y relevancia en este campo de estudio, demostrando ser un sistema
modelo adecuado desde el que poder extrapolar conclusiones hasta organismos superiores
como pueden ser los mamiferos, entre ellos el ser humano.

En este sentido, se ha podido comprobar que la aplicacion directa del esfingolipido
hexadecenal al medio de crecimiento incrementaba la tasa de muerte celular en aquellas
cepas transformadas con c-myc tagged BAX de humanos, la cual se sabe que es capaz de
desencadenar este proceso espontdneamente, en comparacién con aquellas que no fueron
tratadas con hexadecenal. Ademds, este proceso apoptdtico se vio bloqueado en las cepas
transformadas con el gen anti-apoptdtico Bcl-X,. Por otra parte, no se ha podido demostrar
que la localizacidon celular de BAX (ni la de su homoélogo en levadura, Ybh3p) cambie de
citosdlica a mitocondrial bajo tratamiento con hexadecenal, aunque los resultados obtenidos
con BAX no sean del todo concluyentes. Por todo ello, se deduce que este esfingolipido si
participa en el reclutamiento de BAX a la mitocondria, pero que las células de levadura deben
de poseer un sistema alternativo de activacién de la apoptosis en respuesta al hexadecenal, en
el que no participa Ybh3p. Esta ultima conclusion también es observable en el hecho de que al
sobreexpresar Bcl-X, las células sobrevivian a la aplicacidon al hexadecenal, indicando que lo
Unico que provocaba la muerte celular era la presencia del gen pro-apoptdtico BAX, cuyo
efecto es eliminado por Bcl-X..

En cuanto al bloqueo de la apoptosis inducida por BAX derivado de la sobreexpresién de Hfd1
en respuesta al estrés osmatico, no se han podido extraer conclusiones sélidas. Sin embargo,
se puede especular que los experimentos en esta linea no mostraron los resultados esperados
porque la célula de levadura, sometida a estrés osmético, activa directamente los sistemas de
mitofagia para solucionar los posibles dafios causados por la deshidratacion y la acumulacién
de ROS en la mitocondria, anulando al mismo tiempo el posible efecto de la sobreexpresién de
BAX, es decir, bloqueando la apoptosis, pero sin permitir hacer distincién entre las células
transformadas y las no transformadas.

Finalmente, se ha encontrado que la aplicacion directa de hexadecenal a la célula no provoca
el mismo efecto que la delecién del encima que lo degrada, Hfd1p, y que esta ademas podria
estar implicada en el reclutamiento de BAX a la mitocondria, ya que sin ella, la sobreexpresion
de BAX parece no causar ningun dafio a la célula, permitiendo su crecimiento normal. Esto
tendria sentido teniendo en cuenta que si efectivamente el hexadecenal es la molécula
transportadora de BAX a la mitocondria, al llegar a la membrana externa mitocondrial seria
degradado por Hfd1p, determinando asi el punto en el que se anclaria BAX a la membrana.
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5.1 MODELO MOLECULAR

Finalmente, a modo de resumen, se muestran las conclusiones de este trabajo de modo
grafico en un esquema del modelo molecular deducido que incluye las conclusiones mas claras
y las especulaciones.

O O Hexadecenal

l ‘ BAX

| O Hfd1p
Citocromoc

O O -

\ / . Bel-X,
m APOPTOSIS ,
MAC

‘ / ‘Acido hexadecenoico
\ ° o
o
—_—

MITOCONDRIA

CELULA DE S. cerevisiae

Figura 14. Modelo del mecanismo de apoptosis inducido por la interaccion de BAX y el
hexadecenal.

Se muestra una célula de la levadura S. cerevisiae simplificada con un solo organulo, la mitocondria. El
proceso se iniciaria por la presencia de hexadecenal exdgeno en la célula, el cual serviria de molécula
translocadora de la proteina proapoptética BAX humana (sobreexpresada de forma heterdloga) a la
membrana externa de la mitocondria, a la cual se ancla en el punto donde se encuentre la enzima Hfd1p.
Esta enzima degrada el hexadecenal a acido hexadecenoico, mientras que la presencia de BAX en la
membrana provoca la formacién de MAC, el cual causa la permeabilizacién de la membrana externa
mitocondrial, permitiendo la salida desde el espacio intermembrana al citosol del citocromo c. El
citocromo c, es el principal factor mitocondrial activador de los procesos de muerte celular o apoptosis.
Por otra parte, la sobreexpresién del gen antiapoptdtico Bcl-X, humano, impide esta liberacion del
citocromo ¢, bloqueando asi el efecto de BAX, y procurando la supervivencia de la célula.
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6. CONCLUSIONES

En general, tras los resultados obtenidos en este trabajo, se puede concluir que la levadura S.
cerevisiage es un excelente sistema para el estudio del papel del hexadecenal en el
desencadenamiento de la apoptosis, ya que ha permitido concretar las siguientes

conclusiones:

e El hexadecenal es la molécula transportadora de BAX desde el citosol a la mitocondria,
provocando la muerte celular.

e No se ha podido determinar si el estrés osmodtico es capaz de bloquear la apoptosis
inducida por BAX.

e Hfdlp es el enzima responsable de la degradacidon del hexadecenal, y ademas
probablemente esté involucrado en el reclutamiento de BAX a la mitocondria.
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