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Resumen

La H*-ATPasa de la membrana plasméatica de la levadura Saccharomyces cerevisiae (Pma1l)
regula el crecimiento celular por energizar la entrada de nutrientes y por modular el pH
intracelular y extracelular (junto con el transporte de potasio). Los principales factores que
regulan su actividad son la fuente de carbono (se activa por glucosa, que induce en levadura
un crecimiento rapido con metabolismo fermentativo) y el pH del medio (el pH acido externo
activa). La activacidon va unida a doble fosforilacién de Ser-911 y Thr-912 en el dominio
inhibidor carboxi-terminal de la enzima pero se desconocen las kinasas y fosfatasas
involucradas asi como el papel de otros sitios de fosforilacion como la Ser-507. En este
proyecto se ha estudiado la actividad de Pmal en cepas con mutaciones nulas en los genes
SSD1, SIT4 y TCO89. La proteina de unién a RNA Ssd1 ha sido identificada como un factor
positivo para el crecimiento celular y para la tolerancia a acidificacion intracelular y presenta
letalidad sintética con la proteina fosfatasa Sit4. Tco89 es una subunidad de la proteina kinasa
TORC1, un regulador maestro del crecimiento celular que esta hiperactivado en células
cancerosas. El papel de TORC1 en la actividad de Pmal se ha investigado con el inhibidor
especifico rapamicina en una cepa silvestre de S. cerevisiae, y con el efecto de temperatura no
permisiva en un mutante termosensible de TOR. Todas estas proteinas reguladoras tienen en
comun el promover el crecimiento y division celular, probablemente a través de aumentar el
pH intracelular mediante activacion de Pmal y del transporte de potasio (Sit4 y TORC1).
También podrian reforzar sistemas celulares inhibidos por acidificacion intracelular (Ssd1). Los
resultados obtenidos en este trabajo sugieren que existe una regulacién de la H-ATPasa de la
membrana plasmatica por parte de la ruta TOR y la fosfatasa Sit4. Estos estudios con el
sistema de levadura sirven de modelo para la homeostasis del pH intracelular en el
crecimiento rapido de células tumorales.
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Abstract

Yeast plasma membrane H'-ATPase (Pmal) regulates cell growth by energizing nutrient uptake
and modulating intracellular and extracellular pH (together with potassium transport). Main
factors regulating Pmal are carbon source (glucose activates and induces fast growth and
fermentative metabolism) and external acid pH. Activation of Pmal correlates with double
phoshorylation of Ser-911 and Thr-912 within the inhibitory carboxy-terminal domain of the
enzyme. The nature of the protein kinases and phosphatase involved in this phosphorylation
as well as the role of other phosphorylation sites such as Ser507 are not known. This project
has investigated the activity of Pmal in strains with null mutations in the genes SSD1, SIT4 and
TCO89. The RNA-binding protein Ssd1 has been identified as a positive factor for cell growth
and for tolerance to intracellular acidification and it exhibits synthetic lethality with protein
phosphatase Sit4. Tco89 is a subunit of protein kinase TORC1, a master regulator of growth
that is hyper-activated in cancer cells. The role of TORC1 in Pmal activity has been
investigated with the specific inhibitor rapamycin and with the effect of non-permisive
temperature in a thermosensitive mutant of TOR. All these regulatory proteins have in
common to promote cell growth and division, probably by increasing intracellular pH by
activating Pmal and potassium transport (Sit4 and TORC1). They could also reinforce cellular
systems inhibited by intracellular acidification. Our results suggest that there is a regulation of
the H'-ATPase of the plasma membrane by TOR and protein phosphatase Sit4. These studies
with the yeast system serve as a model for the homeostasis of intracellular pH during the fast
growth of tumor cells.
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Introduccion

1. INTRODUCCION.

La H'-ATPasa de la membrana plasmatica de levadura (Pmal) es una enzima crucial para el
crecimiento y el metabolismo de las levaduras. Se han realizado estudios acerca de la
regulacién de esta enzima. Sin embargo, los sistemas que regulan su actividad no han sido
completamente dilucidados. Como la mayoria de proteinas de células eucariotas estan
reguladas por fosfatasas y kinasas, en este trabajo se ha estudiado el papel de una proteina
fosfatasa (Sit4), una proteina de unién a RNA redundante con Sit4 (Ssd1) y una proteina kinasa
(TORC1) de Saccharomyces cerevisiae Meyen ex. E.C. Hansen en la regulacion de Pmal. Todas
ellas, al igual que Pmal, regulan el crecimiento celular.

1.1. Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo.

S. cerevisiae es un hongo unicelular ascomiceto utilizado en la fabricacidon de pan, vino y
cerveza. Se trata de un sistema modelo simple adecuado para estudios de biologia molecular.

Entre las ventajas técnicas de este organismo modelo destaca su corto tiempo de
generacion (90 min en medio rico complejo y 140 min en medio sintético pobre), facil réplica
en placa, la temperatura de crecimiento por lo general es de 28-30°C y puede ser manejado
con minimas precauciones, ya que no es patdgeno. Por otra parte, fue el primer organismo
eucariota en ser secuenciado y anotado y actualmente es el genoma eucariota mejor conocido
y se mantiene en constante revisién. Esto permite la manipulacién genética de los mas de
6000 genes que codifican su genoma, ademas del facil aislamiento de mutantes y un sistema
de transformacién de DNA muy versatil y sencillo.

Se puede encontrar en dos fases bioldgicas estables: haploide y diploide. Una levadura
haploide posee 16 cromosomas con un tamaino entre 200 y 2200 kb. En la fase haploide se
pueden aislar y caracterizar mutantes de una manera sencilla; mientras que en la diploide se
pueden llevar a cabo estudios de complementacidn.

S. cerevisiae es el Unico organismo del que existe una coleccion completa de mutantes por
delecion (Giaever et al., 2002). Esta coleccidn se ha utilizado en una amplia gama de ensayos.
Uno de los argumentos mas poderosos de la utilidad de la levadura como modelo en estudios
de biologia de sistemas viene de la utilizacion y aplicacion de esta coleccién de mutantes para
entender la funcidn de los genes, las interacciones genéticas y las interacciones entre los genes
y el medio ambiente (Giaever y Nislow, 2014). Por otro lado, también se han construido
colecciones de mutantes de ganancia de funcidn (Sopko et al., 2006).

1.2. H'-ATPasa de la membrana plasmatica de levadura.

Pmal es una bomba de protones que pertenece a la familia de ATPasas de tipo P. Es un
polipéptido de aproximadamente 100 kDa anclado en la bicapa lipidica por 10 a-hélices
transmembrana (Serrano, 1985). Esta codificada por dos genes; PMA1 es esencial para la
viabilidad y crecimiento de las cepas de levadura (Serrano, 1986; Schlesser et al., 1988) y
PMA2, aunque codifica una proteina funcional (Pma2p), se expresa a niveles muy bajos y no es
esencial para el crecimiento.
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Las H'-ATPasas de las membranas plasmatica y vacuolar (Pmal y VMA) constituyen el
mayor sistema celular para la regulacién del pH y la absorcion de nutrientes. Estas dos
importantes funciones explican la correlacién entre la actividad de la enzima y el crecimiento
de la levadura, observada en varios estudios (Serrano et al., 1986; Portillo y Serrano, 1989;
Vallejo y Serrano, 1989). Como se ilustra en la figura 1, Pmal energiza la membrana plasmatica
mediante la expulsién de H, lo que genera un potencial eléctrico de membrana (positivo en el
exterior) y un gradiente de pH (acido en el exterior). Esto produce un flujo activo de entrada
de nutrientes y salida de aniones e iones sodio, los cuales son tdxicos para la célula. Para
neutralizar la carga negativa del interior de la célula, es necesario un balance eléctrico que
ocurre a través de la entrada de K' gracias a las proteinas transportadoras Trk1y 2 (Madrid et
al., 1998). También regula el pH intracelular (pHi) y extracelular para que se produzca el
crecimiento celular y la acidificacién externa, respectivamente (Serrano, 1985). Valores altos
de pHi (dentro del rango fisioldgico normal) favorecen el crecimiento y proliferacion celular.
Un ejemplo destacado son las células cancerosas, que tienen un pHi mayor que el de las
células normales (Reshkin et al., 2014). Esta alteracidn provoca el crecimiento activo de las
mismas (Perona y Serrano, 1988).

Mb. plasmatica

H+ «—E@— Pmal ADP + Pi
ADP + Pi
+
+

NHX1

Na*, K*
Potencial de
membrana

Trk1,2 —D—) K* pH neutro = 7,3 ¢ ::I
K ‘_Q_ %}" aniones
LT . pH acido

Na* + + +

Na* aniones Vb |
. vacuolar
pH écido = 4,5 H*

Nutrientes H*

Figura 1. Esquema de la homeostasis de pH en levaduras. Los componentes de la membrana plasmética son la
H'-ATPasa (Pmal), el canal de K" (Trk1,2) y los co-transportadores y simportadores de protones. En la membrana
vacuolar se encuentra la H'-ATPasa (VMA) y los canales de K y aniones. Pmal emplea la energia de la hidrdlisis de
ATP para bombear protones fuera de la célula. Como consecuencia, se genera un gradiente de pH (acido en el
exterior) y un potencial de membrana (positivo en el exterior). La H'-ATPasa de la vacuola (VMA) aporta energia a la
membrana vacuolar generando un gradiente de pH (4cido en el interior) y un potencial de membrana (positivo en el
interior).

1.3. Tipos de ATPasas.

Las ATPasas son una importante familia de enzimas que emplean la energia de la hidrdlisis
del ATP para transportar solutos en contra de su potencial electroquimico. Se clasifican en
distintas subfamilias en base a su estructura y mecanismo de actuacion. Las mds importantes
son: F-ATPasas, V-ATPasas, ABC-ATPasas y P-ATPasas (Berg et al., 2002).
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Las F-ATPasas y V-ATPasas son similares estructuralmente. Son enzimas complejas
formadas por mas de ocho subunidades diferentes y se encargan de transportar protones. Las
F-ATPasas se localizan en la membrana de las bacterias y en organulos eucaridticos
(mitocondria y cloroplastos). Por el contrario, las V-ATPasas se encuentran en la vacuola y en
diferentes vesiculas (aparato de Golgi, lisosomas, endosomas), y se encargan de la acidificacion
de dichos compartimentos.

Las ABC-ATPasas participan en el transporte de iones, azlcares, péptidos, polisacaridos e
incluso proteinas.

Las ATPasas de tipo P forman un intermediario fosforilado durante el ciclo de transporte y
son sensibles al vanadato, un analogo del fosfato que inhibe enzimas con intermediario
fosforilado.

1.4. ATPasas de tipo P.

Las ATPasas de tipo P comprenden una importante familia de enzimas homadlogas de origen
eucariota y procariota que estan implicadas en el bombeo activo de iones (H*, K*, Na*, Ca**,
cd*, cu*, y Mg”) a través de las membranas celulares y, por tanto, son de vital importancia
en todos los seres vivos.

Estan presentes en todas las especies, desde bacterias hasta mamiferos. Sin embargo, en
plantas y hongos la ATPasa de membrana predominante es la H-ATPasa, mientras que en
células animales predomina la Na’/K'-ATPasa (Serrano, 1985). La H'-ATPasa de levadura y
otros hongos no contiene una subunidad B glicosilada como la que se encuentra en la Na'/K"y
la H'/K*-ATPasa de mamiferos (Lutsenko y Kaplan, 1995).

Su nombre se debe a que durante el ciclo de transporte de iones el ATP cede su fosfato
terminal a un resto de aspartico, formandose un intermediario fosforilado de la enzima
(Pedersen y Carafoli, 1987).

El analisis filogenético de las ATPasas de tipo P muestra que esta superfamilia de proteinas
se divide en 5 subfamilias distintas (P;-Ps) en base a su especificidad de sustrato, cada una de
las cuales puede dividirse a su vez en subgrupos (Axelsen y Palmgren, 1988). La primera
subfamilia (ATPasas tipo P;) incluye bombas transportadoras de metales pesados (Cu** y Cd**)
y ATPasas que participan en el transporte de K'. La segunda (ATPasas tipo P,) engloba a las
Ca’*-ATPasas, Na'/K'-ATPasas, y H'/K'-ATPasas. Las ATPasas tipo P; abarcan bombas de H' y
Mg®". La cuarta (ATPasas tipo P,) esta formada por enzimas que transportan fosfolipidos. Por
ultimo, las ATPasas tipo Ps incluyen las ATPasas sin especificidad de sustrato asignada. En el
genoma de S. cerevisiae se encuentran 16 genes de ATPasas tipo P pertenecientes a todas las
ramas principales del arbol filogenético (Axelsen y Palmgren, 1998).

Las ATPasas de tipo P contienen seis motivos conservados y cinco dominios funcional y
estructuralmente distintos, como se ilustra en la figura 2 (Serrano, 1991). Tres dominios
citoplasmaticos (A, actuador; N, de unidn a nucledtidos; P, de fosforilacion) y dos dominios de
membrana (T, transporte; S, soporte estructural). A menudo, también esta presente un cuarto
dominio citoplasmatico, el regulador (R), que se encuentra en el extremo N o C terminal (o en
ambos).

En cada ciclo catalitico, el dominio P es fosforilado por el dominio N y, posteriormente,
desfosforilado por el dominio A. De este modo, el dominio N funciona como una proteina
kinasa, el dominio A como una proteina fosfatasa y el dominio P actia como sustrato para
ambas proteinas (Palmgren y Nissen, 2011).
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PHOSPHORYLATION AND
TRANSDUCTION DOMAIN

PHOS-
PHATASE
DOMAIN

ATP BINDING AND
/ \ KINASE DOMAIN

/7 N

REGULATORY
DOMAIN

c-ter

N-ter

/

CATION CHANNEL

Figura 2. Modelo de la estructura de Pmal. Se indica la disposicion de las 10 hélices transmembrana (1-10),
los dominios funcionales (A-E) y los motivos conservados de las P-ATPasas. El motivo | (TGES) es el sitio activo
del dominio de autofosforilacion. El motivo Il (D[K,RITGTI[L,I]T) incluye el aspartato (D) autofosforilado del
intermediario de la reaccidon. Los motivos Il (KGAP), IV (DPPR), V (MILI,V]TGD) Y VI (GDGXND) estan
involucrados en la unién del ATP (Serrano, 1991).

Se ha establecido que las ATPasas de tipo P sufren grandes cambios conformacionales
durante el ciclo catalitico (Jorgensen, 1975). En un principio, se planteé un modelo que
consiste en dos conformaciones diferentes (E1 y E2), cada una con una afinidad distinta por los
iones transportados. Después, se propuso un modelo basado en cuatro estados
conformacionales distintos (Jencks, 1989). Estos estados se representan en la figura 3.
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Figura 3. Ciclo catalitico de la H*-ATPasa. En el estado desfosforilado, el sitio de unién de H* del enzima esta
expuesto a la cara interna de la membrana y muestra una elevada afinidad. Después de la fosforilacion, esta
expuesto a la cara externa de la membrana y exhibe una baja afinidad por los H*. La enzima deprotonada tiene
actividad fosfatasa mientras que la enzima protonada tiene actividad kinasa (adaptada de Serrano, 1991).

1.5. Regulacién de la H*-ATPasa de la membrana plasmatica de levadura.

En plantas y hongos, la actividad de esta bomba de protones estd regulada, a nivel
transcripcional y post-traduccional, por un gran nimero de factores ambientales (Portillo,
2000). Los dos factores principales responsables de esta regulacién en S. cerevisiae son la
glucosa (Serrano, 1983) y el pH acido (Eraso y Gancedo, 1987). El metabolismo de la glucosa
modifica las propiedades cinéticas de la enzima. Aumenta la Vs aproximadamente 3 veces,
reduce la K, (de 1,5-2 a 0,3-0,6), cambia el pH d6ptimo a valores mas alcalinos (de 5,6 a 6-7) e
incrementa la sensibilidad de la enzima a vanadato. Los azucares metabolizados por la via
glicolitica (glucosa, fructosa y manosa) conducen a un incremento de la actividad de la
proteina, mientras que los azlcares metabolizados por otras rutas (galactosa) o los analogos
no metabolizables, como la xilosa, no producen ninguna mejora de la actividad (Serrano,
1983). Por otro lado, la acidificacién del medio durante el crecimiento de la levadura provoca
un descenso del pH citosdlico y, como consecuencia, se activa Pmal. Esta activacion se debe a
un cambio en la K, sin modificacion de la Vs ni del pH dptimo (Eraso y Gancedo, 1987). Estos
hechos parecen explicar los cambios en la actividad de Pmal debidos al crecimiento de la
levadura en distintos medios.

Otros factores que aumentan la actividad de la enzima son las condiciones de estrés que
pueden ser revertidas por la actividad de la proteina; como la presencia de etanol (Rosa et al.,
1991), acidos organicos débiles (Viegas et al., 1991), elevadas temperaturas (Viegas et al.,
1995) y la privacion de la fuente de nitrégeno (Benito et al., 1992).

La regulacion de la actividad de Pmal depende de un dominio regulador presente en el
extremo C-terminal (Benito et al., 1992). Los ultimos 21 aminodcidos de este dominio son los
responsables de dicha regulacion. En su estado inactivo, el dominio regulador bloquea el sitio
activo de la enzima inhibiendo su actividad. Por el contrario, después de una serie de
modificaciones, inducidas por el metabolismo de la glucosa o la acidificacién, el dominio se
desplaza y permite el acceso del ATP al sitio activo de la enzima.
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En levadura, se ha sugerido que la activacién de Pmal por el metabolismo de la glucosa
estd mediada por la fosforilacion de ciertos puntos del extremo C-terminal; algunos de los
cuales se han identificado por mutagénesis dirigida. Uno de los sitios de fosforilacidon, definido
por los aminoacidos Arg-909 y Thr-912, es esencial para que se produzca un incremento en la
Vmax- Otro estd definido por los aminoacidos Ser-899 y Glu-901 y afecta a la K, (Eraso y Portillo,
1994). Sin embargo, el mecanismo mas importante para la activacion de Pmal por el
metabolismo de la glucosa, consiste en la doble fosforilacion de los aminoacidos Ser-911y Thr-
912 (Portillo et al., 1991; Lecchi et al., 2007).

Por otra parte, Estrada et al. (1996) describieron otro sitio regulador de Pmal que consiste
en la fosforilacion de la Ser-507 por la caseina kinasa |. Esta fosforilacion inhibe la actividad de
Pmal y disminuye en presencia de glucosa.

1.6. Proteinas kinasas y fosfatasas.

La fosforilacion y desfosforilacion de las proteinas es uno de los mecanismos mas
importantes de regulacién de su actividad. Es necesario la accidon de dos clases de enzimas. Por
un lado, las proteinas kinasas, que catalizan la fosforilacién; y por otro lado, las proteinas
fosfatasas, encargadas de la desfosforilacion. El estado de fosforilacion de las proteinas afecta
a sus propiedades bioldgicas (conformacion, localizacion celular, sensibilidad a modificadores)
Yy, €n consecuencia, a los procesos celulares en los que estan involucradas (Berg et al., 2002).

Las kinasas promueven la transferencia de grupos fosforilos desde un nucleésido trifosfato
(normalmente ATP) hacia aminoacidos hidroxilados de una proteina. Se pueden clasificar en
tres grupos: las que transfieren el grupo fosforilo hacia residuos de serina o treonina (Ser/Thr
kinasas); hacia residuos de tirosina (Tyr kinasas) y hacia cualquiera de ellos.

Las fosfatasas catalizan la hidrdlisis del enlace éster fosfdrico. Se dividen en tres grandes
subgrupos: las que catalizan la hidrélisis del enlace del fosfato de residuos de serina o
treonina, (Ser/Thr fosfatasas); las que lo hacen sobre residuos de tirosina (Tyr fosfatasas) y las
gue tienen especificidad dual.

Segun su especificidad de sustrato y sus propiedades farmacoldgicas existen dos tipos de
Ser/Thr fosfatasas: PP1 y PP2. A su vez, las PP2 se dividen en tres subtipos segun la
dependencia de cationes para su actividad. Asi, las de tipo 2A (PP2A) no necesitan ningun
cation y las de tipo 2By 2C (PP2B y PP2C) requieren Ca**y Mg*", respectivamente.

1.7. Proteina fosfatasa Sit4.

La proteina fosfatasa Sit4 fue inicialmente identificada en S. cerevisiae por mutaciones que
restauran la transcripcion del gen HIS4 en ausencia de GCN4, BAS1 y BAS2 (Arndt et al., 1989).
El gen SIT4 (Supresor de Iniciacidon de Transcripcién) codifica una proteina (Sit4) de 35,5 kDa
qgue es 55% idéntica a la subunidad catalitica de las fosfatasas de tipo 2A (PP2A) de mamiferos
y 40% idéntica a la subunidad catalitica de las fosfatasas de tipo 1 (PP1) de mamiferos (Arndt
et al., 1989). Sit4 participa en varios procesos celulares, tales como la respuesta a nutrientes
mediada por la ruta TOR y la regulacién de la homeostasis de iones monovalentes y pH;.
Ademas, es crucial en la regulacién del ciclo celular, ya que modula la progresion de la fase G1
hasta la fase S, a través del control de la produccion de ciclinas (Sutton et al., 1991). Por otra
parte, se ha demostrado que es necesaria para la regulacién de la actividad PKC y, en
consecuencia, afecta a las funciones dependientes de esta kinasa, como la actividad Mpk1, la
organizacion del citoesqueleto y la expresion de genes ribosomales (de la Torre-Ruiz et al.,
2002).
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El gen SIT4 no es esencial por lo que las cepas con mutaciones nulas son viables. Sin
embargo, las cepas que contienen mutaciones de supresion transcripcional de Sit4 crecen muy
lentas (tienen defectos fermentativos y respiratorios), son termosensibles y crecen mal en
medios con fuentes de carbono no fermentables (Arndt et al., 1989).

Las subunidades reguladoras de Sit4 incluyen varios miembros de la familia SAP (Luke et al.,
1996) y una subunidad denominada Tap42, que interactua con Sit4 cuando TORC1 esta activa 'y
se disocia de la fosfatasa cuando TORC1 estd inhibida (Di Como y Arndt, 1996). Para el
funcionamiento de Sit4 es necesaria la interaccién con Tap42 (Wang et al., 2003).

1.8. Proteina de union a RNA Ssd1.

El gen SSD1 (Supresor de la Delecién de S/IT4) es identificado por primera vez por Sutton et
al. (1991). Codifica una proteina de union a mRNA (Uesono et al., 1997) de 1250 aminoacidos y
140 kDa, que es represora transcripcional y participa en el crecimiento polar y el
mantenimiento de la integridad de la pared celular. Ademas, interactia con componentes de
la ruta metabdlica TOR y modula la expresién y localizacion de mRNAs especificos (Kurischko
etal., 2011).

Se pueden distinguir dos alelos de este gen. Por un lado, SSD1-v es dominante y suprime la
letalidad debida a una mutacion nula en el gen SIT4. Por otro lado, ssd1-d es recesivo y no es
supresor de la mutacion de SIT4. La delecién de SIT4 en cepas con el alelo ssd1-d o con
delecién del gen SSD1 resulta letal (Sutton et al., 1991).

Las cepas que contienen el alelo ssd1-d no presentan alteraciones fenotipicas facilmente
detectables en condiciones normales. Son viables pero su crecimiento es ligeramente mas
lento y es mas sensible a multiples sustancias, incluyendo acidos.

1.9. La ruta TOR.

TOR es una serina/treonina kinasa perteneciente a la familia PIKK (Phosphatidilinositol
Kinase-related Kinase, es decir, kinasa relacionada con la fosfatidilinositol kinasa) que controla
el crecimiento y metabolismo celular en respuesta a estimulos ambientales (nutrientes,
hormonas y estrés). En animales y hongos, TOR (Target Of Rapamycin) es la diana de la
rapamicina, un macroélido producido por Streptomyces hygroscopicus (Jensen 1931) Yiintsen et
al. 1956 que actua inhibiendo su actividad. Este metabolito secundario se emplea como droga
inmunosupresora y en el tratamiento del cancer.

Como se observa en la figura 4, las proteinas TOR constan de los siguientes dominios, en
orden del extremo N al C terminal, dominios HEAT repetidos en tandem (sitio de unién de
subunidades en los complejos de TOR), el dominio FAT , el dominio FRB (sitio de union del
complejo inhibidor FKBP12-rapamicina), el dominio kinasa y el dominio FATC (Loewith et al.,
2011).
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A diferencia del resto de eucariotas, que poseen un solo gen de TOR, en levadura existen
dos genes TOR (TOR1 y TOR2) que codifican dos proteinas altamente homadlogas (Torl y Tor2)
con un peso molecular de 282 kDa. De este modo, TOR puede formar parte de dos complejos
multiproteicos distintos: TORC1, que es sensible a rapamicina, y TORC2, que es insensible a
rapamicina. Esto se debe a que la rapamicina forma un complejo con FKBP12 (una peptidil-
prolil isomerasa codificada por el gen FPR1) responsable de la inhibicion, que se une a TORC1
pero no a TORC2 (Loewith et al., 2002). TOR2 tiene dos funciones esenciales. La primera es
redundante con TOR1 y media la sintesis de proteinas y la progresién del ciclo celular
mediante el complejo TORC1. La segunda es Unica para TOR2 y media la organizacién del ciclo
celular dependiente del citoesqueleto de actina mediante el complejo TORC2 (Helliwell et al.,
1998).

TOR

N-terminal C-terminal
K'-’v —\/"_\&\/-
. HEAT HEAT  FAT @ Kinase

‘/\AA/\

FATC

Figura 4. Esquema de los dominios conservados de TOR (adaptada de Loewith et al., 2011).

Complejo TORCI1.

El complejo TORC1 esta formado por Kogl, Lst8, Tco89, y Torl o Tor2 (Loewith et al., 2002;
Wedaman et al., 2003; Reinke et al., 2004) (véase figura 5). El marcaje de estas subunidades
con GFP ha demostrado que TORC1 se concentra en la membrana vacuolar.

Estudios genéticos en levadura han demostrado que TORC1 media el control temporal del
crecimiento celular (Wullschleger et al., 2006). Si las condiciones ambientales son favorables
(presencia de nutrientes y ausencia de estrés), TORC1 favorece el crecimiento celular a través
de la activacién de la sintesis de proteinas, biogénesis de ribosomas y tRNA, progresion del
ciclo celular y absorcion de nutrientes; y detiene procesos como la autofagia o la degradacion
de RNA. Por el contrario, la falta de nutrientes y la exposicion de las células a rapamicina se
traduce en un descenso dramatico en la sintesis de proteinas, la induccion de la autofagia, la
salida del ciclo celular y la entrada en un estado quiescente Go.

TORC1 actta a través de dos rutas principales: una estd mediada por la proteina kinasa
Sch9 y otra por el complejo formado por la subunidad Tap42 con Sit4 y otras fosfatasas de tipo
2A (Pph21y Pph22) (Loewith et al., 2011).
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Complejo TORC2.

Como se ilustra en la figura 5, TORC2 esta formado por Tor2, Avol, Avo2, Avo3, Bit6l y
Lst8. Las subunidades TOR2, Avol, Avo3, y Lst8 son esenciales y estan altamente conservadas.
Avol y Avo3 se unen a los dominios HEAT de la regién N-terminal y son necesarias para
mantener la integridad de TORC2 (Wullschleger et al., 2006).

Cabe destacar que la mayoria de Tor2 (=90%) se encuentra en TORC2 (en lugar de en
TORC1), y por lo tanto los estudios de localizacion de Tor2 detectan principalmente, aunque no
exclusivamente, TORC2. Estos estudios indican que TORC2 se localiza en el citoplasma o cerca
de la membrana plasmatica, lo que es consistente con el papel de TORC2 en la endocitosis y la
regulacién de la polarizacion del citoesqueleto de actina.

TOR complex 1 TOR complex 2
(TORC1) (TORC2)

Nutrients Stress Rapamycin

HEAT HEAT FAT & Kinase

41]
> A B L .
Tc089
'// \\;\utophagy
Ribosome l

biogenesis S"ter:ﬁsrgf‘igzgiwe Actin organization
Translation
Nutrient
import

Figura 5. Estructura de los complejos TORC1 y TORC2 de S. cerevisiae (Wullschleger et al., 2006).
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2. OBIJETIVOS.

En el presente trabajo se pretende estudiar la regulacién de la H-ATPasa de la membrana
plasmatica de levadura por la fosfatasa Sit4, por la proteina de unién a RNA Ssdl y por la
proteina kinasa TORC1. Para ello se plantean los siguientes ensayos.

1. Evaluar la actividad enzimatica in vitro (hidrdlisis de ATP en membranas aisladas) e in
vivo (salida de protones de las células) de Pmal en mutantes de pérdida o ganancia de

funcion de los genes SIT4, SSD1 y TCO89.

2. Evaluar el efecto de la rapamicina, inhibidor de la proteina kinasa TORC1, en la actividad
enzimatica de Pmal.

3. Evaluar el efecto de temperatura no permisiva sobre la actividad de Pmal en un
mutante termosensible de TOR.

4. Analizar el efecto de la rapamicina en la cantidad y nivel de fosforilacién de Pmal.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Cepas de Saccharomyces cerevisiae.

Las cepas de levadura empleadas se describen en la tabla 1.

Tabla 1. Cepas de S. cerevisiae empleadas en este trabajo.

Materiales y métodos

Coleccion de Ramén Serrano

Genotipo

Referencia

RS-259 BY4741 (MATa his3A1 leu2A0 Winzeler et al., 1999
met15A0 ura3A0)
BY4741 ssd1A
BY4741 sit4A
BY4741 tco89A
BY4741 fpriA
RS-58 BWG1-7A (MATa adel-100 Guarente et al., 1982
his4-519 URA3-52 leu2-
3,112)
RS-132 (MATa adel-100 his4-519 Serrano, R. y Montesinos, C.
URA3-52 leu2-3,112::LEU2) (no publicado)
RS-639 RS-132 + p987 R. Serrano y C. Montesinos
(no publicado)
RS-637 RS-132 + p987-S5D1-v R. Serrano y C. Montesinos
(no publicado)
RS-625 SH221 (MATa leu2-3,112 trp1 Helliwell et al., 1998
ura3 rmel his4 HMLa ade2
his3 HIS4 tor1::HIS3
tor2::ADE2/ YCplac111::tor2-
21%)
RS-626 SH100 (MATa leu2-3,112 trp1 Helliwell et al., 1998

ura3 rmel his4 HMLa ade2
tor2::ADE2/YCplac111::TOR2)

3.2. Plasmidos de levadura.

Se utiliza la cepa RS-132 transformada con dos plasmidos. Por un lado, el plasmido
comercial pRS 416 de la casa Stratagene (La Jolla, California), que es un plasmido centromérico
(copia simple) de 4,9 kb. Se encuentra designado en la coleccion de Ramdn Serrano como pRS
987. Para seleccionar transformantes en levadura se emplea el marcador URA3 y para
seleccionar en Escherichia coli se utiliza el marcador de resistencia a ampicilina. Por otro lado
se utiliza el mismo plasmido pero conteniendo un inserto del gen SSD1-v de 4,5 kb en el sitio

BamH1.
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3.3. Maedios y condiciones de cultivo.

3.3.1. Medio YPDA para levadura.

El medio YPD es un medio complejo que se compone de 1% de extracto de levadura, 2% de
peptona bacteriolégica y 2% de dextrosa (glucosa). Si se quiere un medio sélido, se afiade 2%
de agar. Los mutantes adel o ade2 acumulan un pigmento rosado que inhibe el crecimiento y
para evitarlo se utiliza este medio suplementado con 30 pg/ml de sulfato de adenina. El exceso
de adenina inhibe el principio de la ruta metabdlica y evita la acumulacion del pigmento. Este
medio se conoce como YPDA.

3.3.2. Condiciones de cultivo.

Las cepas de levadura crecen a una temperatura de 28°C en agitacion (200 rpm), en medio
completo YPDA. Los medios empleados se esterilizan en el autoclave (20 min a 120°Cy 1 atm).

3.4. Aislamiento de las membranas de levadura y determinacion de la actividad de
Pmal in vitro.

3.4.1. Aislamiento de las membranas de levadura.

Preparacion del cultivo.

Se realiza un preindéculo en 2 ml de YPDA a partir de una colonia aislada. Se incuba durante
24 h a 28°C en un agitador rotatorio hasta alcanzar la fase estacionaria. Este cultivo se
almacena en frio y se utiliza como indculo madre para preparar los posteriores cultivos. Estos
se preparan en matraces de 250 ml con 50 ml de YPDA y se incuban a 28°C en agitacién a 200
rpom hasta alcanzar la fase exponencial o la fase estacionaria, segin lo requerido en cada
ensayo.

Aislamiento de la membrana plasmatica.

El cultivo se centrifuga durante 5 min a 3000 rpm en una centrifuga Nahita 2655. Se
resuspende el pellet en 2 ml del sobrenadante. Las células concentradas se incuban durante 5
min a 30°C, se homogenizan con 400 ul de tampdn de extraccién 6x (0,3 M Tris-HCI pH 8, 0,3
M KCI, 30 mM EDTA), 1,6 ul de 0,5 M DTT y 80 ul de inhibidor de proteasas 25x (Complete
EDTA-free, Roche) y 5 ml de bolas de vidrio congeladas de 0,5 mm de diametro, y se agita en
un agitador tipo Vortex durante 3 ciclos de 1 min a velocidad maxima. Posteriormente, se
recupera el liquido con una micropipeta con punta azul y se pasa a dos microtubos de 1,5 ml. A
continuacién, se centrifugan durante 5 min a 3000 rpm y 4°C en una centrifuga Eppendorf
R5415 R (elimina restos celulares, paredes y nucleos), se toma el sobrenadante y se vuelve a
centrifugar 20 min a 13000 rpm y 4°C en la misma centrifuga (sedimenta mitocondrias y
fragmentos de membrana plasmatica). El precipitado se resuspende en 100 ul de GTED20
(20% glicerol, 10 mM Tris-HCl pH 7,6, 1 mM EDTA y 1 mM DTT) y se diluye con 900 ul de agua
destilada fria para lisar y lavar las membranas. Después, se centrifugan 30 min a 13000 rpm y
4°C, las membranas se resuspenden con un homogenizador tipo Dounce en 200 ul de GTED20,
se divide en varias alicuotas y se mantiene en la nevera.
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3.4.2. Determinacion de la cantidad de proteina por el método de Bradford.

Este método se basa en la cuantificacion de proteinas por el cambio de color de un
colorante al unirse a las proteinas (Bradford, 1976). Su ventaja principal es que resulta mas
sencillo, rapido y sensible que otros métodos alternativos. Se basa en la interaccién del
colorante Coomassie Brilliant Blue G-250 y las proteinas a pH acido, lo que determina un color
azul. Cuanto mayor sea la cantidad de proteina en la muestra, el color azul sera mas intenso.
La cantidad total de proteina que hay en las muestras se calcula a partir de una curva patrén,
que se construye con una proteina patrén (1 ug/ul de ¥-globulina). En una placa de 96 pocillos
(Greiner), se afiaden 0, 2, 4, 6, 8 y 10 ul de dicha proteina. Se colocan también 3 réplicas de
cada muestra ensayada (2-10 ul). Se afiade 150 ul del reactivo de ensayo de proteina 5X
BioRad con diluciéon 4:1 a cada pocillo y se deja 5 min para que el color azul se estabilice. Se
mide la absorbancia a 595 nm en un lector de absorbancia de microplacas iMarkTM (BioRad).

3.4.3. Determinacion de la actividad enzimatica de Pmal.

La medida de la actividad de Pmal se basa en la cuantificacion del Pi que se libera en la
hidrolisis de ATP (Serrano, 1978). El Pi y el molibdeno forman fosfomolibdato en medio acido y
al reducirse por el acido ascérbico forma complejos de color azul (véase figura 6).

Para llevar a cabo el ensayo se utilizan placas de 96 pocillos (Greiner) en las que se anade
10 ug de proteinas de membrana y 65 pl de tampdn de reaccién (50 mM MES-Tris pH 5,7, 5
mM MgS0,4, 50 mM KNOs, 5 mM azida sddica, 0,3 mM molibdato de amonio) premezclado con
0,1 M ATP pH 6,5 en proporcion 50:1 (2 mM final ATP). Se realiza un control en el que se
anaden las muestras, 65 pl de tampdn de reaccién y 0,15 mM de ortovanadato de sodio
(Na3V0O,). De este modo se analiza el Pi presente en el extracto antes del ensayo y la liberacién
de Pi debida a otras proteinas distintas a Pmal, que es sensible a la inhibicidon por vanadato.
Ademads, se construye una curva patron con fosfato inorganico (Pi) al que también se le anade
tampodn de reaccion. La placa se incuba 30 min a 30°C. La reaccién se para por adicion de 130
pl de reactivo del fosfato (2% H,SO,4, 0,5% molibdato de amonio y 0,5% SDS) premezclado con
10% 4cido ascorbico en proporciéon 100:1 (0,1% final ascérbico). Seguidamente se incuba en
oscuridad durante 10 min para que el color azul se estabilice y se mide la absorbancia a 750
nm en un lector de absorbancia de microplacas iMarkTM (BioRad).

Molibdato Acido ascérbico

ATP T’ Pi A—' Fosfomolibdato —A—' Azul de molibdeno

ADP

Figura 6. Esquema de la reaccién colorimétrica del ATP con el molibdato sédico.

3.4.4. Calculo de la actividad ATPasa.

A los valores de absorbancia obtenidos de cada muestra se le restan los valores del control
con vanadato. Las absorbancias obtenidas en la curva patrén se pasan a nmoles de Pi (la
equivalencia es del orden de 0,001 unidades de absorbancia por nmol de Pi). Se calculan los
nmoles de Pi producidos por las membranas usando la ecuacidn de la recta patrdn. Se divide
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por el tiempo de reaccion (30 min) y por la cantidad de proteina empleada en el ensayo (10
ug) v asi se obtienen nmoles Pi x min™ x ug proteina™.

3.5. Ensayo de acidificacion extracelular.

Preparacion del cultivo.

Se utiliza un cultivo en fase estacionaria como inéculo para un matraz de 100 ml con 20 ml
de medio YPDA y se incuba a 28°C hasta que alcance la fase exponencial (absorbancia entre 2 y
4 medida con Ultrospec 10 de GE Health Care). Se centrifuga el cultivo 5 min a 3000 rpm y se
resuspende en 20 ml de H,0 estéril. Se vuelve a incubar entre 1y 2 h a 200 rpm y 28°C para
que la salida de K" intracelular active el sistema de entrada de K. Se centrifuga el cultivo 5 min
a 3000 rpm para concentrar las células, se retira el sobrenadante y se resuspende en 1 ml de
H,0 estéril. A continuacidn, se mide la absorbancia.

Medicién de los cambios de pH de las suspensiones de levadura inducidos por glucosa.

La velocidad de bombeo de protones se determina midiendo los cambios de pH en
suspensiones diluidas de levadura (Serrano, 1980). El medio contiene 100 mM KCl y 10 mM
glicilglicina a pH 4. Se colocan 200 ul de las células de levadura en un recipiente con 2 ml de
medio en agitacion. Se afiaden dos pulsos de calibracion de 10 ul de 10 mM HCI al principio y
al final del experimento. El bombeo de protones de las células se inicia por adiciéon de 50 ul de
glucosa al 20%. Para medir el pH se emplea un pHmetro GLP22 (Crison).

3.6. Efecto de la rapamicina sobre la actividad de Pmal.

Las cepas utilizadas para este ensayo fueron sit44, for1Ay su control BY4741. Primero se
comprueba el fenotipo y la diferencia de crecimiento de las cepas y se establecen las
condiciones del ensayo. Para ello se inoculan 60 ml de medio YPDA con un cultivo en fase
estacionaria, y se incuba a 28°C en agitacion (200 rpm). Cuando alcanza una absorbancia de
0,3 se separan 3 alicuotas de 20 ml en matraces de 100 ml. Al primero y el segundo se le afiade
rapamicina preparada en DMSO a una concentracion de 0,1 uM y 0,5 uM, respectivamente. Al
ultimo no se le afiade rapamicina y se utiliza como control. Se incuban en las mismas
condiciones mencionadas anteriormente y se mide la absorbancia a distintos tiempos (1, 2, 3,
4,5,6y24h).

A partir de los resultados obtenidos se establecen las siguientes condiciones de ensayo: una
incubacion de 5 h y una concentracién de 0,1 uM de rapamicina. Para la extraccion y la medida
de la actividad de Pmal in vitro se siguen los mismos procedimientos descritos en la seccion
3.4,

3.7. Mutante termosensible.

Las cepas utilizadas para este experimento fueron SH221 (tor1A tor2"”)y su control SH100.
En primer lugar se comprueba la diferencia de crecimiento de ambas cepas en medio liquido
para establecer las condiciones del ensayo. Se inoculan 50 ml de medio YPDA con un cultivo en
fase estacionaria, y se incuba a temperatura ambiente (25°C). Cuando alcanza una absorbancia
de 0,3 se separan 20 ml del cultivo anterior y se incuban a 37°C y otros 20 ml a temperatura
ambiente (25°C). El crecimiento se analiza midiendo la absorbancia a diferentes tiempos (1, 2,
3,4,5,6y24h).
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A partir de los resultados obtenidos se determind una incubacién de 5 h en un bafio a 37°C.
También se realiza el ensayo a 25°C como control. La actividad de Pmal in vitro se mide
siguiendo los mismos procedimientos descritos en la seccién 3.4.

3.8. Analisis Western blot.

3.8.1. Preparacion de las muestras.

Se parte de 40 pug de proteina de membranas y se completa con 100 ul de H,0 milliQ, se
afiaden 200 pl de TCA al 10% (para inactivar proteasas) y se incuba 20 min en hielo. Se
centrifugan las muestras 15 min a 4°C y 12000 rpm en una centrifuga Eppendorf R5415 R. A
continuacidn, se retira el sobrenadante y se lavan las paredes del tubo con 1 ml de agua para
eliminar el acido residual. Después se deja 10 min en hielo y se centrifuga de nuevo durante 15
min en las mismas condiciones. Se elimina el sobrenadante nuevamente, se resuspende con 20
pl de tampdn Laemmli 1x (1,5% SDS, 20 mM DTE, 2 mM EDTA, 6% p/v sacarosa, 0,05 mg/ml
azul de bromofenol, 60 mM Tris-HCl pH 6,8) y se incuba 15 min a 37°C.

Pmal, como otras proteinas hidrofdbicas, se agrega si se calienta a mas de 40-50°C en
presencia de SDS. El procedimiento habitual de preparar muestras para electroforesis consiste
en calentar la muestra con el tampdn Laemmli durante 10-20 min a 95°C y por tanto no puede
aplicarse en el caso de Pmal, debiendo utilizarse una temperatura mucho mas baja. El
problema es que la incubacidon con SDS a 95°C inactiva las proteasas de la muestra pero la
incubacion a temperaturas mas bajas de 60-70°C activa la degradacién por proteasas. Por ello
en el caso de Pmal realizamos una precipitaciéon con TCA que inactiva las proteasas enddgenas
de las membranas y luego solubilizamos las proteinas con SDS a 37°C.

3.8.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida.

Para separar las proteinas (en funcion de su tamafio) se realiza una electroforesis en gel de
poliacrilamida al 8% y 1mm de grosor.

El gel tiene dos capas:

- Capa inferior (resolving gel): se mezclan 3 ml de resolving buffer, 1,2 ml de acrilamida al 8%,
1,2 ml de H,0 y para que se produzca la polimerizacion se afiaden 40 ul de APS al 10% y 4 pl de
TEMED.

Una vez preparado, se introduce entre los cristales y se afiade isopropanol para nivelar la
interfase y eliminar las burbujas. Una vez polimeriza se introduce la capa superior.

- Capa superior (stacking gel): se mezclan 0,2 ml de acrilamida 8%, 1,2 ml de stacking buffer, 1
ml de H,0, 20 pl de APS al 10% y 2 ul de TEMED.

Se introduce entre los cristales, se afnade el peine y se espera a que polimerice.
Seguidamente se retira el peine y se lavan los pocillos con agua destilada para evitar que
gueden restos de sales.

A continuacién, se cargan las muestras y un marcador de peso molecular (PageRuler
Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific) y en los pocillos vacios Laemmli 1x. Se anade
tampon de electroforesis 1x (0,19 M glicina, SDS 0,1%, ajustado a pH 8,3 con Tris base). Se
aplica una intensidad de 15 mA durante 1 h y 30 min.
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3.8.3. Transferencia.

Después de separar las proteinas en el gel, se transfieren a una membrana de PVDF (antes
de su utilizacion se hidrata con metanol 4 s). El procedimiento se realiza a un voltaje de 11 V
durante toda la noche a temperatura ambiente; se utiliza el tampdn de transferencia Towbin
(14,4 g/1 de glicina, 2 ml de 10% SDS, ajustado a pH 8,3 con Tris-base, 20% metanol).

3.8.4. Tincion con Direct Blue.

Una vez transferidas las proteinas a la membrana, se incuba 5 min en direct blue al 0,008%
[DB 71 al 0,1 % diluido con solucidn de lavado (500 ml H,0, 400 ml etanol absoluto, 100 ml
acido acético glacial)]. La membrana tefiida se deja durante 5 min en la solucién de lavado.
Después de escanear la membrana, se destifie incubandola 5 min en solucién de destefiido
(350 ml H,0, 500 ml etanol absoluto, 150 ml NaHCO; 1M).

3.8.5. Inmunodeteccion.

La membrana se incuba con una solucién de bloqueo compuesta por TBS-T (0,1% Tween 20,
150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 7,6) y 1% BSA durante 1 h. Después, se incuba con el
anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C y en agitacion. Se prueban dos anticuerpos:
a-pSpT (diluido 1:4000), que se une a la Ser-911 y Thr-912 fosforiladas del extremo C-terminal
de la H'-ATPasa y el n2 838 (diluido 1:100000), que se une a toda la H*-ATPasa.

A continuacion, se lava la membrana 4 veces durante 10 min con TBS-T y luego se incuba
1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente (anti a-rabbit Ig-
HRP diluido 1:5000). Después se repiten los lavados.

Finalmente, se realiza la deteccidon por quimioluminiscencia (ECL Plus Western Blotting
Detection System, Amersham Biosciences) y se toman imagenes con el sistema LAS-3000
(FUI).

Los dos anticuerpos primarios se prueban en la misma membrana. Para reutilizarla se
incuba en la solucién de stripping (10 ml de 1M glicina, 2 ml de SDS al 10%, 38 ml H,0,
ajustando el pH a 2,5 con 12 M HCI) 15 min en agitacién, se lava, se bloquea y se vuelve a
incubar con el anticuerpo deseado como se ha descrito anteriormente. Si la membrana estd
deshidratada se coloca 4 s en metanol.
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4. RESULTADOS.

En este trabajo se ha estudiado la H'-ATPasa de la membrana plasmatica de levadura en
diferentes cepas con mutaciones en genes cuyas proteinas codificadas podrian estar
implicadas en la regulacién de su actividad. Dado el papel esencial de la H*-ATPasa para el
crecimiento y division celular, se han seleccionado genes de sistemas importantes para el
crecimiento (TOR1 y TOR2, TCO89) y division (SIT4, SSD1) celular. También se ha analizado la
enzima en cepas con mutaciones termosensibles de TORC1 o tratadas con el inhibidor
especifico rapamicina.

Se realizé el estudio a tres niveles:

a) Actividad de la enzima in vitro (hidrélisis de ATP en membranas aisladas).
b) Acidificacion extracelular (salida de H en células enteras).
c) Cantidad y nivel de fosforilacion de la enzima (Western blot).

Se partio de cultivos en fase exponencial de crecimiento, ya que en células con crecimiento
exponencial la H'-ATPasa representa alrededor del 50% de la proteina de membrana
plasmatica, mientras que en fase estacionaria disminuye entre un 20-30% (Serrano, 1991).

4.1. Actividad enzimatica de Pmal en los diferentes genotipos.

En primer lugar, se midieron los cambios de pH inducidos por glucosa en suspensiones de la
cepa salvaje de S. cerevisiae (BY4741). Se hicieron 3 repeticiones con distintas cantidades de
levadura (42, 21 y 10,5 mg) y como se aprecia en la figura 7, la velocidad de bajada de pH
aumenta con la cantidad de levadura.

HCI
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3,9
—=—BY4741 (21 mg)
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——BY4741 (42 mg)
3,8
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tiempo (min)

Figura 7. Cambios de pH inducidos por glucosa en suspensiones con distintas cantidades de la cepa de S.
cerevisiae BY4A741.

Cultivos en fase estacionaria se inocularon en YPDA fresco, se incubaron a 28°C durante toda la noche y se
recogieron en fase exponencial con una OD entre 2 y 4. Las cepas se suspendieron en 2 ml de tampdén (100 mM KCl
y 10 mM glicilglicina, adjustado a pH 4 con HCI) y el pH se midié como se describe en materiales y métodos. A los
tiempos indicados en materiales y métodos se afiadié glucosa (50 umol) y pulsos de calibracién de 100 nmol de HCI.
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Como se representa en la figura 8, la velocidad de bombeo de protones (nmoles H/min) es
directamente proporcional a la cantidad de levadura.

Acidificacion extracelular
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Figura 8. Velocidad de bombeo de protones en suspensiones con distintas cantidades de la cepa de S. cerevisiae
BY4741.

4.1.1. Mutantes con pérdida de funcion.

Se midié la actividad de la H*-ATPasa in vitro en membranas aisladas de mutantes nulos de
SIT4 (sit4A), SSD1 (ssd1A) y TCO89 (tco89A) y en la cepa silvestre (BY4741), que se empled
como control. En la figura 9 se muestran los resultados obtenidos, cada valor es la media de 3
repeticiones bioldgicas y 3 técnicas y las barras de error indican el error estandar.

Al comparar los mutantes con la cepa control se observa un descenso en la actividad
enzimatica del 30% en el mutante de SIT4 (sit44). El andlisis de los resultados a través de la
prueba estadistica t-Student indica, con un nivel de confianza del 95% (o = 0,05), que hay
diferencias significativas en la actividad de Pmal del mutante sit4A con respecto a la cepa
control BY4741. Tomando la actividad de BY4741 como 100%, la actividad del mutante sit4A es
70%
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Figura 9. Actividad enzimatica in vitro de las cepas de S. cerevisiae ssd1A, sit4A y tco89A, comparadas con su
control BY4741.

Cultivos en fase estacionaria se inocularon en YPDA fresco, se incubaron a 28°C durante toda la noche y se
recogieron en fase exponencial con una OD entre 2 y 4. El proceso de obtencién de la membrana plasmética y de la
medida de la actividad H™-ATPasa se realizé segun el procedimiento descrito en materiales y métodos. Cada valor es
la media de 3 repeticiones bioldgicas y 3 técnicas y las barras de error corresponden al error estandar. La cepa que
tiene diferencias significativas en la actividad con respecto al genotipo salvaje se indica con un asterisco (P<0,05).

En la figura 10 se muestran los resultados obtenidos en el ensayo de acidificacién
extracelular, en el que se midieron los cambios de pH inducidos por glucosa en suspensiones
de las cepas de S. cerevisiae ssd14, sit44, tco89A y su control BY4741. Las velocidades de
bombeo de protones (figura 11) de la cepa control y del mutante ssd1A son similares y mucho
mas elevadas que las obtenidas con las cepas sit44A (30% de BY4741) y tco89A (60% de
BY4741). La prueba estadistica t-Student confirma, con un nivel de confianza del 95% (a=0,05),
gue estas diferencias son significativas.
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Figura 10. Cambios de pH de las suspensiones de cepas de S. cerevisiae inducidos por glucosa. (A) Cepa sit4A
comparada con su control BY4741. (B) Cepa tco89A comparada con su control BY4741. (C) Cepa ssd14 comparada
con su control BY4741.

Cultivos en fase estacionaria se inocularon en YPDA fresco, se incubaron a 28°C durante toda la noche y se
recogieron en fase exponencial con una OD entre 2 y 4. Las cepas se suspendieron en 2 ml de tampdn (100 mM KCl
y 10 mM glicilglicina, adjustado a pH 4 con HCI) y el pH se midié como se describe en materiales y métodos. A los
tiempos indicados en materiales y métodos se afiadié glucosa (50 pumol) y pulsos de calibracién de 100 nmol de HCI.
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Figura 11. Velocidad de bombeo de protones de las cepas de S. cerevisiae ssd14, sit4A y tco89A en comparacion
con su control BY4741.

Cada valor es la media de 3 repeticiones y las barras de error corresponden al error estandar. Las cepas que tienen
diferencias significativas en la actividad con respecto al genotipo salvaje se indican con un asterisco (P<0,05).
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4.1.2. Mutantes con ganancia de funcion.

Se analizd un mutante de ganancia de funcién de SSD1. Para ello, se habia transformado la
cepa RS-132 de S. cerevisiae (que tiene un alelo de SSD1 no funcional, ssd1-d) con el plasmido
pRS-987 conteniendo un inserto del gen SSD1-v. Como control se utilizd la misma cepa
transformada con el plasmido vacio. Los resultados obtenidos de la actividad de Pmal in vitro
y del ensayo de acidificacion extracelular se muestran en las figuras 12 y 13. El analisis
estadistico nos indica que no existen diferencias significativas entre ambas cepas. Estos
resultados apoyan los obtenidos en el fondo genético BY4741 comparando la cepa silvestre
con la de pérdida de funcién (ssd14) (véase figura 11).

Actividad H*-ATPasa in vitro
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Figura 12. Actividad enzimatica in vitro de la cepa de S. cerevisiae RS-132+p987-SSD1v comparada con su control
RS-132+p987.

Cultivos en fase estacionaria se inocularon en YPDA fresco, se incubaron a 28°C durante toda la noche y se
recogieron en fase exponencial con una OD entre 2 y 4. El proceso de obtencion de la membrana plasmatica y de la
medida de la actividad H'-ATPasa se realizé segun el proceso descrito en materiales y métodos. Cada valor es la
media de 3 repeticiones y las barras de error corresponden al error estandar.
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Figura 13. Ensayo de acidificacion extracelular de la cepa de S. cerevisiae RS-132+p987-SSD1v comparada con su
control RS-132+p987. (A) Velocidad de bombeo de protones. (B) Cambios de pH de las suspensiones de S. cerevisiae
inducidos por glucosa.

Cultivos en fase estacionaria se inocularon en YPDA fresco, se incubaron a 28°C durante toda la noche y se
recogieron en fase exponencial con una OD entre 2 y 4. Las cepas se suspendieron en 2 ml de tampdén (100 mM KCl
y 10 mM glicilglicina, adjustado a pH 4 con HCI) y el pH se midié como se describe en materiales y métodos. A los
tiempos indicados en materiales y métodos se afiadié glucosa (50 umol) y pulsos de calibracién de 100 nmol de HCI.
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4.2. Regulacion de la actividad enzimatica de Pmal por parte de la kinasa TOR.

Se estudid el efecto de la proteina TOR, una de las kinasas mas importantes de las células
eucariotas, en la actividad de Pmal.

4.2.1. Efecto de la rapamicina en el crecimiento de las cepas.

Como se explica en la introduccidn, la rapamicina es un macrélido que inhibe la accién de
TORC1. Por este motivo, se estudid el efecto de este antibidtico en la actividad de Pmal de la
cepa salvaje (BY4741) y del mutante fprlA de S. cerevisiae. Este mutante carece del gen FPRI,
el cual codifica la proteina FKBP12 que es el receptor de rapamicina, por lo que es resistente a
esta sustancia. También se analizo el efecto de la rapamicina en la cepa sit4A. Para confirmar
el fenotipo de las cepas, se determind la concentracion de rapamicina y el tiempo de
tratamiento necesario para una buena inhibicién. Se analizé el crecimiento midiendo la
absorbancia de los cultivos a distintos tiempos. En la curva de crecimiento de la cepa BY4741
(figura 14) se ve como a partir de las 5 h hay una notable diferencia de crecimiento entre las
células tratadas y las células sin tratar con rapamicina, pero no se observan diferencias de
crecimiento de las células con las dos concentraciones de rapamicina ensayadas.
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Figura 14. Crecimiento de la cepa de S. cerevisiae BY4741 a distintas concentraciones de rapamicina.

Cultivos en fase estacionaria se inocularon en YPDA fresco, se incubaron a 28°C durante toda la noche y se
recogieron en fase exponencial con una OD de 0,3 (tiempo 0). Se separaron 3 muestras de 20 ml. Se afadid
rapamicina (0 uM, 0,1 uM y 0,5 uM). Se incubaron en las condiciones mencionadas anteriormente y se midio la
absorbancia a distintos tiempos (1, 2, 3, 4, 5, 6 y 24 h). La linea entre 6 y 24 h no refleja el crecimiento real entre
ambos tiempos.
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La curva de crecimiento obtenida con la cepa fprlA se muestra en la figura 15. Se puede
observar que no existen diferencias de crecimiento en la cepa incubada con y sin rapamicina.
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Figura 15. Crecimiento de la cepa de S. cerevisiae fpr1A a distintas concentraciones de rapamicina.

Cultivos en fase estacionaria se inocularon en YPDA fresco, se incubaron a 28°C durante toda la noche y se
recogieron en fase exponencial con una OD de 0,3 (tiempo 0). Se separaron 3 muestras de 20 ml. Se afiadié
rapamicina (0 pM, 0,1 uM y 0,5 puM). Se incubaron en las condiciones mencionadas anteriormente y se midié la
absorbancia a distintos tiempos (1, 2, 3, 4, 5, 6 y 24 h). La linea entre 6 y 24 h no refleja el crecimiento real entre
ambos tiempos.

Por ultimo, en la curva de crecimiento de la cepa sit4A (figura 16) se observa una diferencia
de crecimiento entre las células tratadas y las células sin tratar con rapamicina.
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Figura 16. Crecimiento de la cepa de S. cerevisiae sit44 a distintas concentraciones de rapamicina.

Cultivos en fase estacionaria se inocularon en YPDA fresco, se incubaron a 28°C durante toda la noche y se
recogieron en fase exponencial con una OD de 0,3 (tiempo 0). Se separaron 3 muestras de 20 ml. Se afiadi6é
rapamicina (0 pM, 0,1 uM y 0,5 puM). Se incubaron en las condiciones mencionadas anteriormente y se midi6 la
absorbancia a distintos tiempos (1, 2, 3, 4, 5, 6 y 24 h). La linea entre 6 y 24 h no refleja el crecimiento real entre
ambos tiempos.
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4.2.2. Efecto de la rapamicina en la actividad enzimatica de Pmal.

Se analizo la actividad de Pmal in vitro después de incubar las cepas BY4741, fpri1A y sit4A
de S. cerevisiae con rapamicina durante 5 h. Se puede apreciar un descenso estadisticamente
significativo (nivel de confianza 95%), de aproximadamente un 44%, en la actividad de Pmal
de la cepa BY4741 tratada con rapamicina con respecto a la que estaba sin tratar. Por el
contrario, en las cepas fprlA y sit4A no hay diferencias entre los cultivos incubados con y sin
rapamicina (Figuras 17 y 18).
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Figura 17. Actividad enzimatica in vitro de las cepas de S. cerevisiae BY4741 y fprlA tratadas y sin tratar con
rapamicina.

Cultivos en fase estacionaria se inocularon en YPDA, se incubaron a 28°C durante toda la noche y se recogieron en
fase exponencial con una OD de 0,3 (tiempo 0). Se separaron 2 muestras y se afiadié rapamicina (0 uM y 0,1 pM).
Se incubaron 5 h, se prepararon las membranas y se midié la actividad H'-ATPasa segln el proceso descrito en
materiales y métodos. Cada valor es la media de 3 repeticiones bioldgicas y 3 técnicas y las barras de error
corresponden al error estdndar. Se compard la actividad de cada cepa tratada con y sin rapamicina, si hay
diferencias significativas se indica con un asterisco (P<0,05).
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Figura 18. Actividad enzimatica in vitro de la cepa de S. cerevisiae sit4A tratada y sin tratar con rapamicina.

Cultivos en fase estacionaria se inocularon en YPDA, se incubaron a 28°C durante toda la noche y se recogieron en
fase exponencial con una OD de 0,3 (tiempo 0). Se separaron 2 muestras y se afiadié rapamicina (0 uM y 0,1 pM).
Se incubaron 5 h, se prepararon las membranas y se midié la actividad H'-ATPasa segln el proceso descrito en
materiales y métodos. Cada valor es la media de 3 repeticiones bioldgicas y 3 técnicas y las barras de error
corresponden al error estdndar. Se compardé la actividad de cada cepa tratada con y sin rapamicina, si hay
diferencias significativas se indica con un asterisco (P<0,05).

4.2.3. Mutante termosensible de TOR.

Para confirmar que TORC1 regula la actividad de la H'-ATPasa de la membrana plasmatica
se midid la actividad de Pmal en las cepas de S. cerevisiae SH221 (tor1A tor2®) (Helliwell et al.,
1998), que posee un alelo termosensible para TOR2 que afecta a su funcidon como parte del
complejo TORC1 y, por tanto, se usa como un mutante condicional de TORC1; y se compara
con la cepa control (SH100).

Para confirmar su fenotipo, se analizd el crecimiento de ambas cepas a temperatura no
permisiva (37°C) y a temperatura ambiente (25°C). Si comparamos los resultados obtenidos
entra las dos cepas se observa que la cepa control crece de manera normal a 37°C, mientras
gue el mutante a partir de las 5 h presenta una inhibicidn del crecimiento de mas de tres veces
con respecto a la cepa control (figura 19).
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Figura 19. Crecimiento a 37°C de la cepa de S. cerevisiae SH221 (tor1A torZ's) y su control SH100.

Se inocularon 50 ml de medio YPDA con un cultivo en fase estacionaria, y se incubd a temperatura ambiente (25°C).
Se tom6 como tiempo O cuando alcanza una OD de 0,3. A continuacién, 20 ml de los cultivos anteriores se
incubaron a 37°C. El crecimiento se analizé midiendo la absorbancia a diferentes tiempos (1, 2, 3,4, 5, 6 y 24 h). La
linea entre 6 y 24 h no refleja el crecimiento real entre ambos tiempos.

Por el contrario, el crecimiento de las dos cepas no se ve afectado a temperatura ambiente,
que fue de 25°C (figura 20).

SH221 vs SH100

10

9

8
o /
E 6
g 5
e e=(=»SH100 t.a
_g 4

3 e=SH221 t.a

2

1

0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
tiempo (h)

Figura 20. Crecimiento a 25°C de la cepa de S. cerevisiae SH221 (tor1A torz“) y su control SH100.

Se inocularon 50 ml de medio YPDA con un cultivo en fase estacionaria, y se incubd a temperatura ambiente (25°C).
Se tomé como tiempo 0 cuando alcanza una OD de 0,3. A continuacidn, 20 ml del cultivo anterior se incubaron a
temperatura ambiente (25°C). El crecimiento se analizé midiendo la absorbancia a diferentes tiempos (1, 2, 3,4, 5, 6
y 24 h). La linea entre 6 y 24 h no refleja el crecimiento real entre ambos tiempos.
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Es a partir de las 5 h y 37°C cuando se produce una clara diferencia entre el crecimiento de
las cepas, por lo que este intervalo de tiempo se utiliza para el ensayo de la actividad in vitro
de Pmal.

Como se ilustra en la figura 21, hay una disminucién de un 46% en la actividad in vitro de la
H*-ATPasa en el mutante termosensible SH221 al crecer a 37°C, en comparacién con el
mutante incubado a temperatura ambiente y con la cepa salvaje SH100 crecida a ambas
temperaturas. La prueba estadistica t-Student demuestra que esta diferencia en los resultados
es estadisticamente significativa (nivel de confianza 95%).

Actividad H*-ATPasa in vitro
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Figura 21. Actividad enzimatica in vitro de la cepa SH221 (tor1A tor2"™) y su control SH100 a 25°Cy 37°C.

Se inocularon 50 ml de medio YPDA con un cultivo en fase estacionaria y se incub6 a temperatura ambiente (25°C).
Se tomé como tiempo 0 cuando alcanza una OD de 0,3. A continuacidn, 20 ml del cultivo anterior se incubaron a
37°C y otros 20 ml a temperatura ambiente (25°C). El proceso de obtencidn de la membrana plasmatica y de la
medida de la actividad H'-ATPasa in vitro se analizé a las 5 h y siguiendo el proceso descrito en materiales y
métodos. Cada valor es la media de 3 repeticiones bioldgicas y 3 técnicas y las barras de error corresponden al error
estandar. Se compard la actividad de cada cepa crecida a distinta temperatura, si hay diferencias significativas se
indica con un asterisco (P<0,05).

4.3. Analisis por Western Blot de proteinas de membrana.

4.3.1. Cantidad total de Pmal.

Para determinar si la disminucién de la actividad de Pmal observada en el mutante sit4A y
en la cepa control tratada con rapamicina se debe a una disminucién en la cantidad de Pmal o
a una disminucion de actividad de la enzima se ha determinado la cantidad de Pmal presente
en las membranas de estas cepas mediante Western blot con un anticuerpo (n2 838) contra
Pmal.

Observando los resultados obtenidos (figura 22), no se aprecian diferencias importantes en
cuanto a la cantidad de Pmal entre las células tratadas con rapamicina con respecto a las que
estaban sin tratar. Tampoco entre la cepa sit44 y su control.
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Figura 22. Resultados Western blot con el anticuerpo n2 838. A la izquierda se muestra la membrana tefiida con
Direct blue. A la derecha, la membrana incubada con el anticuerpo n2 838.

Cultivos en fase estacionaria se inocularon en YPDA fresco, se incubaron a 28°C durante toda la noche y se
recogieron en fase exponencial con una OD entre 2 y 4. Para la obtencién de la membrana plasmdtica se siguio el
procedimiento descrito en materiales y métodos. Las muestras se precipitaron con TCA como se menciona en
materiales y métodos.

4.3.2. Nivel de fosforilacion de Pmal.

Como se dispone de un anticuerpo especifico para la H'-ATPasa fosforilada en Ser-911 y
Thr-912 (a—pSpT), se investigaron los cambios en la fosforilacion de Pmal en estos
aminoacidos en el mutante sit4A y en la cepa BY4741 tratada con rapamicina mediante
Western blot. Al tener menos actividad Pmal, se esperaba que dicha fosforilacién activadora
fuera menor en sit4A y en BY4741 tratada con rapamicina.

Sorprendentemente los resultados obtenidos (figura 23) indican que el nivel de
fosforilacion de los aminodcidos Ser-911 y Thr-912 del extremo C-terminal es algo mayor tanto
en la cepa sit4A como en la cepa silvestre (BY4741) tratada con rapamicina, con respecto a sus
respectivos controles.

BY4741
/
/ N\
BY4741 sit4A O rap. 0,1uM rap.

Figura 23. Resultados Western blot con el anticuerpo a.-pSpT.

Cultivos en fase estacionaria se inocularon en YPDA fresco, se incubaron a 28°C durante toda la noche y se
recogieron en fase exponencial con una OD entre 2 y 4. Para la obtencién de la membrana plasmdtica se siguio el
procedimiento descrito en materiales y métodos. Las muestras se precipitaron con TCA como se menciona en
materiales y métodos.
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5. DISCUSION.

5.1. Sit4 pero no Ssd1 regula la actividad de Pmal.

El nivel de fosforilacién de proteinas importantes como Pmal puede depender no sélo de la
actividad de las proteinas kinasas, sino también de las actividades relativas de las kinasas y
fosfatasas que actuan sobre el dominio regulador de la enzima. La proteina kinasa TORC1 es
un firme candidato a regular Pmal porque activa el crecimiento y proliferacion celular al igual
gue Pmal. TORC1 actua a través de dos rutas de seinalizacion: una estd mediada por la
proteina fosfatasa Sit4 y otra por la proteina kinasa Sch9. Esta ultima no parece regular Pmal
(Mazén et al., 2015). Se eligio la proteina fosfatasa Sit4 porque regula la fase G1 del ciclo
celular, al igual que Pmal, vy porque el mutante es sensible a acidificacion intracelular. La
funcion esencial de Sit4 en el crecimiento celular es redundante con la proteina de unién a
RNA Ssd1, por lo que una de las dos debe ser funcional para que la levadura pueda crecer.

Para comprobar el papel de estas proteinas en la regulacion de Pmal, se estudid la
actividad de esta enzima en mutantes de pérdida de funcién de Sit4 y Ssd1. Los mutantes sit4A
y ssd1A tienen defecto de crecimiento en medio normal y en la cepa sit4A este defecto es
bastante mayor. Ademas, el mutante ssd1A tiene un defecto en el crecimiento en presencia de
acidos débiles (acético, sérbico) que inducen acidificacion intracelular (datos de Consuelo
Montesinos y Ramén Serrano). Por tanto, la proteina Ssd1 confiere tolerancia a acidos débiles.
Como cepa alternativa se plantea que la cepa de laboratorio RS-132 es equivalente al mutante
en SSD1 y la cepa transformada con el gen SSD1 proveniente de BY4741 es equivalente al
control silvestre. Pues bien, tanto en esta pareja de cepas como en el mutante ssd1A derivado
de BY4741, los resultados indican que SSDI1 no tiene efecto en la actividad H'-ATPasa en
membranas ni en la salida de protones en células enteras. De este modo, el mecanismo de
tolerancia a acidificacion intracelular producido por Ssd1 no se debe a una mayor activacién de
Pmal.

Sit4 es una fosfatasa importante en levaduras. Como el mutante nulo es viable, se utilizd
para investigar el efecto de esta fosfatasa sobre la actividad de Pmal. El mutante muestra una
disminucién de la actividad de Pmal in vitro. Ademas, el bombeo de H' en esta cepa es
también menor en comparacién con la cepa silvestre. Estos resultados indican que Sit4 es un
regulador positivo de la actividad de Pmal. Cabe destacar, que mientras el descenso en la
actividad in vitro fue del 30%, en el bombeo de H* fue mayor, en concreto del 70%. Esto puede
ser debido a que la actividad de Pma1l medida en funcién de la salida de H" no solo depende de
la actividad de Pma1l, sino también de la entrada de K" a través del canal Trkl. La accidn de
este sistema determina el potencial eléctrico de membrana, ya que contribuye a relajar el
gradiente eléctrico provocado por el funcionamiento de Pmal (Madrid et al., 1998). Por tanto,
es posible que la toma de K" en este mutante esté afectada y, en consecuencia, decaiga el
bombeo de H* para evitar la hiperpolarizacién de la membrana plasmatica. Esta hipdtesis se
estd comprobando en el laboratorio de Ramén Serrano a través de un ensayo de toma de Rb’,
un analogo del K, por parte de las células y los resultados muestran que en el mutante nulo de
SIT4 |a entrada de K" es menor (datos sin publicar).

La doble fosforilacion de la Ser-911 y Thr-912 es un evento regulador importante que
aumenta la actividad de Pmal. El nivel de fosforilacion de la enzima se estudid empleando
anticuerpos contra esta doble fosforilacion y sorprendentemente fue mayor en el mutante
sit4A que en la cepa control, mientras que en la cantidad total de H*-ATPasa de membrana no
se observaron diferencias. Por tanto, la menor actividad de Pmal en el mutante sit4A debe
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estar relacionada con otro sitio regulador. Estrada et al. (1996) descubrieron que la caseina
kinasa-l fosforila la Ser-507 de Pmal, inhibiendo su actividad. Asi, una interpretacion de
nuestros resultados podria ser que Sit4 desfosforila la Ser-507 de Pmal, provocando la
activacion de la enzima. La mayor fosforilacién de Ser-911 y Thr-912 en el mutante sit4A
podria resultar de un mecanismo para compensar la mayor fosforilacién inhibitoria de la
Ser-507.

La delecion del gen SIT4 anula el efecto de la rapamicina sobre Pmal (figura 18) a pesar de
gue este compuesto inhibe el crecimiento de la levadura sit4A (figura 16). Esto sugiere que el
efecto de TORC1 sobre Pmal estad probablemente mediado por Sit4 y que la inhibicion del
crecimiento por rapamicina no se puede explicar solamente por la inhibicion de Pmal.

5.2. TORC1 regula la actividad de Pmal.

Tanto Pmal como la kinasa esencial TOR estan implicadas en el crecimiento celular.
Ademads, Pmal se activa en presencia de nutrientes y la kinasa TOR media el control temporal
del crecimiento celular (Wullschleger et al., 2006), regulando la actividad de esta enzima en
respuesta a la disponibilidad de nutrientes. De este modo, es légico pensar que existe una
relacion entre ambas proteinas.

La participacion de la kinasa TORC1 en la regulacién de Pmal se ha investigado de tres
formas distintas. Por un lado, mediante el tratamiento de las cepas con rapamicina, una droga
gue inhibe TORC1 y provoca la entrada de las células en la fase Gq(Barbet et al., 1996). Por
otro lado, aumentando la temperatura en un mutante termosensible de TORC1. Por ultimo, se
utilizé un mutante nulo de la subunidad Tco89 de TORC1.

Como se observa en la figura 14, el tratamiento con rapamicina inhibe el crecimiento de las
células de levadura de la cepa salvaje (BY4741). Esto se debe a que TORC1 es fundamental
para el crecimiento celular (Wullschleger et al., 2006). Ademas, se produjo un descenso del
44% en la actividad de Pmal después de la incubacién con rapamicina (figura 17). Estos
resultados se confirmaron en la cepa SH221 (torlA tor2"), que posee un alelo termosensible
para TORC1. El crecimiento y actividad de Pmal son normales a temperatura ambiente. Sin
embargo, a 37°C se produce un notable descenso en ambos pardmetros. En este caso el
descenso en la actividad enzimatica es alrededor del 46% (figura 21). Asi, se puede descartar
un error experimental en los resultados o que el descenso observado en la actividad de Pmal
sea debido a un efecto de la rapamicina distinto de su funcidn como inhibidor de TORC1.

Con respecto al mutante nulo de TCO89, la actividad de Pmal in vitro no se ve afectada. Sin
embargo, al medir la actividad de la enzima en base a la acidificacién extracelular generada por
la salida de H', se observa un descenso significativo (de aproximadamente el 40%). Asi, no se
puede concluir que la actividad de Pmal en este mutante sea menor; ya que los resultados del
ensayo de acidificacion pueden ser debidos a que, al carecer el complejo TORC1 de la
subunidad tco89, se produce un defecto en la toma de K" por parte de la célula. Como
consecuencia, disminuye la velocidad de bombeo de H' para evitar la hiperpolarizacién de la
membrana. Esta hipdtesis se estd comprobando en el laboratorio de Ramén Serrano a través
de un ensayo de toma de Rb" y los resultados muestran que en el mutante nulo de TCO89 la
entrada de K" es menor (datos sin publicar). Estos datos concuerdan con el hecho de que la
cepa tco89A es sensible a acidificacion intracelular (Datos de Consuelo Montesinos y Ramodn
Serrano), ya que al disminuir el bombeo de H' la célula no puede hacer frente al elevado pH
del interior celular.
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Por otra parte, los resultados obtenidos confirman que la funcidon inhibidora de la
rapamicina depende de la formacion de un complejo del farmaco con el receptor FKBP12
(Loewith et al., 2002), ya que en el mutante nulo de FPR1 (gen que codifica la proteina
FKBP12) no se observan diferencias en el crecimiento ni en la actividad de Pma1l de las células
tratadas con rapamicina con respecto a las que estaban sin tratar.

De este modo, los resultados obtenidos indican que la kinasa TOR regula la actividad de
Pmal. El descenso en la actividad enzimatica de las células tratadas con rapamicina, podria ser
debido a una disminucién en la cantidad de proteina. Como describen Barbet et al. (1996), la
pérdida de funciéon de TOR produce una elevada caida en la sintesis de proteinas mediante la
inhibicion de la iniciacidon de la traduccidn. Para estudiar esta posibilidad, se mide la cantidad
de enzima después del tratamiento con rapamicina con anticuerpos contra la H'-ATPasa de la
membrana total. Los resultados obtenidos indican que no hay diferencias importantes en la
cantidad de proteina, por lo que el descenso en la actividad enzimatica tiene que ser debido a
una menor activacién de Pmal debido a la inactivacidn de TORCL. El nivel de fosforilacion del
enzima empleando anticuerpos contra la doble fosforilaciéon de la Ser-911 y Thr-912 fue
mayor que en la cepa control. Por tanto, la activacion de Pmal por parte de TORC1 no esta
relacionada con esta doble fosforilacion. En este trabajo proponemos la hipdtesis de que
TORC1 activa Pmal via la fosfatasa Sit4, que como se explicé anteriormente se encargaria de
desfosforilar la Ser-507 de Pmal, aumentando asi la actividad enzimatica. Este modelo se
plasma en la figura 24.

Los resultados expuestos en este trabajo muestran que Sit4 aumenta la actividad de Pmal
y la rapamicina la disminuye. Sabiendo que la inactivacién de TORC1 resulta en la disociacion
de Tap42 de las fosfatasas (Di Como y Arndt, 1996), probablemente Sit4 necesita la unién con
Tap42 en su ruta para activar Pmal. Nuestra conclusion de que tanto TORC1 como SIT4 se
requieren para la activacién de Pmal esta de acuerdo con el hallazgo de que SIT4 actua aguas
abajo de TORC1 para muchas funciones fisioldgicas importantes, incluyendo el control del
crecimiento en respuesta a los nutrientes (Rhode et al., 2004), una funcién a la que también
contribuye Pmal, activada por glucosa (Serrano, 1983; Portillo y Serrano 1989). Ademas, la
actividad de Pmal en el mutante sit4A no cambid después del tratamiento de esta cepa con
rapamicina. Esto apoya nuestra hipdtesis de que TORC1 activa Pmal por medio Sit4, ya que al
carecer las células del gen SIT4 por mucho que inactivemos TORC1, la actividad de Pmal no va
a disminuir.

Tap42 —> pTap42 Sit4
_ ; Sit4 desfosforila
Nutrientes =——> | TORC1 Complejf) pSer507
_I_ pTap42/Sita l
Rapamicina Activacion Pmal

Figura 24. Modelo propuesto para la activacion de Pmal por parte de TORC1 y Sit4. TORC1 fosforila a Tap42, que
se une a Sit4 (Complejo pTap42/Sit4). Sit4 desfosforila la Ser-507 del dominio C-terminal, lo que produce la
activacion de Pmal.
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6. CONCLUSIONES.

1. La delecion del gen SIT4 en la cepa silvestre de S. cerevisiae produce un descenso en la
actividad de Pmal, tanto medida por cuantificacién de la hidrdlisis de ATP como por el
bombeo de H'. Por tanto, la proteina fosfatasa Sit4 es un regulador positivo de la actividad de
Pmal.

2. La inhibicion de la proteina kinasa TORC1 con rapamicina conlleva una disminucién de la
actividad de Pmal. Por tanto, TORC1 regula positivamente la actividad de esta enzima.

3. TORC1 requiere Sit4 para la activaciéon de Pmal, lo que esta de acuerdo con que Sit4 actua

aguas abajo de TORC1 en su ruta de seializacion.

4. La cantidad de Pmal no se afecta ni por Sit4 ni por TORC1 por lo que la regulaciéon no se
debe a cambios en la cantidad de Pmal sino en su actividad

5. El sitio conocido de activacion de Pmal por fosforilacién, Ser-911 Thr-912, no participa en la
activacion de la enzima por TORC1 y Sit4.
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